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1. INTRODUCAO

O ceratocone é uma desordem ndo inflamatdria, progressiva na qual a cornea assume
uma forma cénica como resultado do afinamento do estroma corneano, induzindo o
surgimento do astigmatismo irregular e protrusdo da cornea, o que resulta na diminuicdo da
acuidade e qualidade visual (Rabinowitz, 1998; Jhanji et al 2010). Pelo seu caréter evolutivo,
0 ceratocone pode afetar a visdo de forma intensa, e, em alguns casos, interferir
negativamente na vida cotidiana e produtiva do paciente (Hammerstain, 1974). A doenca se
manifesta na puberdade e progride até aproximadamente a 3% ou 42 década de vida, quando a
taxa de progressdo tende a diminuir e se estabilizar (Jhanji et al, 2010).

Embora mais comumente encontrado de forma isolada, existem varios relatos do
ceratocone coexistindo com outras doencas. As associa¢des mais comuns incluem a sindrome
de Down, amaurose congénita de Leber e doencas do tecido conjuntivo (Krachmer et al.,
1984; Sharif, et al., 1992; Rabinowitz, 1998). O ceratocone é raramente congénito, com
somente 6 a 8% dos casos relatados mostrando evidéncia de transmissdo familiar. Atopia,
esfregar os olhos com as maos e lentes de contatos rigidas também tém sido observados com
frequéncia nesta desordem (Hallerman & Wilson, 1977; Krachmer ET al., 1984). A protruséo
progressiva causada pelo ceratocone leva ao aumento da curvatura da cérnea. Este processo
ocorre por um defeito estrutural no colageno da cérnea, que se deforma sob a pressdo
intraocular, podendo variar desde leve a grave (McPherson e tal., 1968, Rabinowitz, 1998).
Embora apenas um dos olhos possa ser afetado inicialmente, o ceratocone tende a afetar
ambos os olhos (Rabinowitz, 1998). Uma apresentacdo clinica unilateral verdadeira pode
ocorrer em individuos predispostos por causa de fatores ambientais assimétricos, como
esfregar os olhos (Gomes et al., 2015).

Os sintomas do ceratocone sdo muito varidveis e dependentes do estagio de
progressao da doenca. De inicio, pode ndo haver sintomas perceptiveis pelo paciente e pode
ser observado pelo oftalmologista simplesmente pelo fato que o paciente ndo poder ser
refratado em exames de rotina, ndo alcan¢ando uma visao corrigida nitida de 20/20 (100%).
Nos casos mais avancados da doenca, ha uma distorcdo significativa, acompanhada de uma
profunda perda da visdo (Rabinowitz, 1998).

Os sinais clinicos também diferem dependendo da severidade da doenga. Nos casos
moderados a grave, qualquer um dos seguintes sinais, ou combinacéo de sinais, podem ser
detectados no exame de biomicroscopia (lampada de fenda): afinamento estromal (central ou

paracentral, ou mais comumente inferior ou temporal-inferior); protrusdo conica; uma linha



de ferro que cobre parcialmente ou totalmente o cone (anel de Fleischer); uma fina linha
vertical no estroma profundo e na membrana de Descemet paralela ao eixo do cone (estria de
Vogt); cicatriz estromal; entre outros. Nos casos mais graves, a perda visual pode ocorrer
repentinamente acompanhada de dor (Krachmer et al., 1984; Maguire & Meyer, 1988;
Rabinowitz, 1998). No exame sob a lampada de fenda, a conjuntiva pode estar hiperemiada,
e uma opacidade estromal difusa é notada na cornea. Esta condi¢do é conhecida como
hidropisia, causada por quebras na membrana de Descemet e embebicdo do estroma por
humor aquoso que ocorre através desta quebra (Rabinowitz, 1998).

Na tentativa de auxiliar os profissionais da saude no tratamento de pacientes com
ceratocone, foi estabelecido o Consenso Global sobre o Ceratocone e as Doencas Ectasicas
(Global Consensus on Keratoconus and Ectatic Diseases), que abrange questfes relevantes
desde a definicdo e diagnostico da doenca, até o gerenciamento médico e cirurgico (Gomes
et al, 2015). Nas altimas duas décadas, houve uma revolucéo no conhecimento relacionado
ao diagndstico e manejo do ceratocone e das doencas ectasicas da cornea. Em termos de
diagnostico, a topografia e, mais recentemente, a tomografia da cdrnea, aumentaram a
capacidade dos oftalmologistas de identificar a ectasia da cérnea em um estagio muito mais
precoce do que era anteriormente possivel (Kennedy et al, 1986). Como resultado, as taxas
de prevaléncia previamente estimadas em 1/2000 da populagdo geral (Rabinowitz, 1998) tém
se mostrado muito mais altas em diferentes partes do mundo (Jonas et al., 2009; Gokhale,
2013).

Em estagios iniciais da doenca, a correcdo da visdo pode ser obtida com o uso de
oculos, especialmente em pacientes que apresentam acuidade visual 20/40, ou melhor (Jhanji
et al., 2010). Contudo, a correcdo com Oculos € limitada pelo carater progressivo da
irregularidade corneana, e também por ndo ser capaz de corrigir o astigmatismo irregular.
Nestes casos, lentes de contato rigida gas permeavel (LCRGPs) proporcionam uma melhor
correcdo. LCRGPs representam o tratamento de escolha em 90% dos pacientes com
ceratocone. Contudo, a adaptacdo de LCRGPs em pacientes com ceratocone € uma tarefa
complexa. O desafio é manter a tolerdncia ao uso das LCRGPs em pacientes com boa
acuidade visual sobre uma cdrnea que esta variando o seu formato com o passar do tempo
(Jhanji et al., 2010). Complicagdes com o uso das LCRGPs incluem: abrasdo corneana,
cicatriz corneana, neovascularizacdo induzida por hipdxia, desconforto, além do fato que a
lente pode ndo permanecer corretamente posicionada sobre a cdrnea por um periodo

adequado de tempo (Rabinowitz, 1998).



Hoje em dia, a acuidade visual em pacientes com ceratocone moderado pode ser
melhorada com o uso de segmentos de anéis intracorneanos (ICRS), e a progressdao do
ceratocone em pacientes com boa acuidade visual corrigida poder ser estabilizada com o
crosslinking do colageno da cérnea (CXL). Além do ICRS e CXL, outras opcdes terapéuticas
para o0 gerenciamento cirirgico do ceratocone estdo disponiveis, como a ceratectomia
fotorrefrativa (PRK), e as lentes as intraoculares (LIOs) (Parker et al., 2015). Estas formas
de tratamento podem ser usadas independentemente ou em combinacédo a fim de melhorar a
reabilitacdo visual ou diminuir progressao da ectasia (Elsaftawy et al., 2015). Contudo, nos
casos de ceratocone avancado, quando o paciente € intolerante ou uma visdo aceitavel nao
pode ser obtida com as LCRGPs, e nenhum dos tratamentos acima pode ser realizado, o
transplante de cornea, usando a ceratoplastia lamelar anterior (DALK) ou a ceratoplastia
penetrante (PK), ainda é o procedimento de escolha (Jhanji et al., 2010). No entanto, a
reabilitacdo visual pés-transplante é frequentemente lenta e pode ser influenciada por um alto
grau de astigmatismo pds-operatdrio e anisometropia significativa (Tan et al, 2012). Além
disso, o transplante de cdrnea pode levar a complicacdes, tais como a rejeicdo do enxerto,
pupilas constantemente dilatadas (sindrome de Urrets-Zavalia), recorréncia do ceratocone,
infecgdo, glaucoma secundério e até cegueira (Abelson et al., 1980; Nirankari et al., 1983;
Tuft & Buckley, 1995; Kelly et al., 2011).

A escassez de corneas tem alimentado o interesse da comunidade cientifica na procura
por solucBes alternativas a cirurgia de cOrnea. Assim, varios estudos envolvendo a
bioengenharia de tecidos (Gonzalez-Andrades et al., 2018), a medicina regenerativa (Alio
Del Barrio et al., 2017; Fagerholm et al., 2010; Islam et al, 2018), e xenoenxertos de cornea
(Gonzalez-Andrades et al., 2011; Lynch & Ahearne, 2010) tém sido realizados.

Apesar dos progressos no desenvolvimento de estruturas sintéticas através da
bioengenharia (Islam et al, 2018), e dos resultados promissores da bioimpressao (Isaacsson
et al., 2018; Zhang et al.,2019), estas alternativas tém sido incapazes, at¢ o0 momento, de
imitar adequadamente as propriedades biomecénicas e a microarquitetura molecular do
tecido nativo (Leijten, et al. 2017). Por outro lado, estudos usando xenoenxertos de cornea
de porco (Jin et al., 2018) e de boi (Zheng et al., 2018) implantados em bolsas intraestromais
de corneas receptoras demonstraram ndo somente resultados promissores, mas também a
viabilidade da estratégia.

Entre os animais ndo-primatas, a cornea de galinha apresenta as caracteristicas mais
semelhantes aquelas da cdérnea humana. Além de apresentarem tamanho e aparéncia

similares, exames histoldgicos revelaram cinco camadas constituintes distintas,



qualitativamente idénticas as encontradas na cornea humana, (Fowler et al., 2004). Portanto,
0 estudo da viabilidade do uso de corneas de galinha como material doador representa um
modelo animal promissor no desenvolvimento de materiais alternativos para o espessamento
corneano e o gerenciamento do ceratocone.

Estes foram os fatores que motivaram a realizacdo deste estudo.



2. ANATOMIA E FISIOLOGIA DA CORNEA

A cérnea humana é composta de um tecido altamente estruturado de colageno
transparente, que se une a esclera mais desorganizada e opaca junto ao limbo. No adulto
médio, o didmetro horizontal da cérnea é de 11,5 a 12,0 mm e cerca de 1,0 mm maior que o
didmetro vertical. A forma da cornea é prolada e plana na periferia e mais ingreme no centro,
0 que cria um sistema Optico asférico (DelMonte & Kim, 2011). A clrnea possui
aproximadamente 520 um de espessura no centro e 650 um de espessura na periferia. Ela é
delimitada anteriormente por um epitélio escamoso estratificado e, posteriormente por uma
monocamada de células ndo proliferativas de bombeamento ativo, denominada de endotélio.
Na parte central da cornea encontra-se o tecido estromal, o qual compreende 80-85% da
espessura total (Ruberti & Zieske, 2007).

A cornea humana consiste de 5 camadas reconhecidas (Figura 1): 3 camadas de
células (epitélio, estroma e endotélio) e duas camadas de interface (membrana de Bowman e

membrana de Descemet).

2.1. Epitélio

A superficie epitelial da cornea cria a primeira barreira a0 ambiente externo e é parte
integrante da interface filme lacrimal-cornea, essencial para o poder de refragdo do olho. E
uma camada escamosa estratificada e ndo queratinizante, caracterizada por extrema
uniformidade de limbo a limbo. E composto de epitélio escamoso estratificado e néo
queratinizado, com espessura de 4 a 6 camadas celulares de aproximadamente 40 um a 50
pum (Farjo et al., 2008)

2.2. Membrana de Bowman

A camada de Bowman (ou membrana de Bowman) fica logo acima do estroma e néo é
uma membrana verdadeira, mas sim um condensado acelular da por¢do mais anterior do
estroma. Essa camada lisa tem aproximadamente 15 um de espessura e ajuda a cornea a

manter sua forma. Quando rompida, ela ndo se regenera e pode formar uma cicatriz.

2.3. Estroma
O estroma da cornea compde a maior parte da estrutura da cornea, e compreende
aproximadamente 80% a 85% de sua espessura. O estroma difere de outras estruturas

colagenas em sua transparéncia, que € o resultado de uma organizagdo precisa das fibras



estromais e da matriz extracelular (MEC) (Boote et al., 2003). As fibras de colageno estédo
dispostas em feixes paralelos chamados de fibrilas, e essas fibrilas s&o empacotadas em
camadas dispostas em paralelo ou lamelas. O estroma do olho humano contém 200 a 250
lamelas distintas, cada camada disposta em angulos retos em relacéo as fibras das lamelas
adjacentes (Boote et al., 2003). Essa rede altamente organizada reduz a dispersao da luz a
frente e contribui para a transparéncia e a resisténcia mecénica da cornea.

As dobras de Descemet sdo o resultado do inchago assimétrico do estroma posterior
imposto pela cornea anterior estruturalmente mais rigida e pela restri¢do estrutural imposta
pelo limbo (Gipson & Joyce, 2008). O inchaco estromal é, portanto, direcionado
posteriormente e resulta em um achatamento relativo da superficie posterior, o que pode
empurrar a membrana de Descemet em multiplas dobras que se tornam visiveis como estrias.

Os ceratocitos sdao o principal tipo de célula do estroma e estdo envolvidos na

manutenc¢do do ambiente da MEC.

2.4. Membrana Descemet

As células endoteliais secretam continuamente a membrana de Descemet. Os 3 pum
anteriores secretados antes do nascimento tém uma aparéncia distinta em faixas quando
vistos por microscopia eletrdnica, mas a membrana de Descemet produzida apds o
nascimento ndo é unilateral e possui uma textura ultraestrutural amorfa. A membrana de

Descemet pode chegar até 10 um de espessura com a idade.

2.5. Endotélio

A camada endotelial corneana mantém a transparéncia da cornea, garantindo que ela
permaneca em um estado relativamente deturgescente. O endotélio humano intacto é uma
monocamada, que aparece como um mosaico semelhante a um favo de mel, quando vista do
lado posterior. Com o tempo, essas células se achatam e tornam-se firmemente aderentes
umas as outras. Imediatamente anterior a camada achatada existe uma camada acelular
homogénea descontinua, que com o tempo se torna a membrana de Descemet (Watsky et al,
1989). As células endoteliais ndo tém atividade mitética in vivo; no entanto, os humanos
nascem com uma reserva significativa. A densidade celular é de aproximadamente 3500
células/mm? no nascimento, mas esse nimero diminui gradualmente ao longo da vida, em

uma taxa de aproximadamente 0,6% ao ano (Bourne et al., 1997).



2.6. Funcéo da cornea
Os trés principais requisitos do desenho da cornea séo protecdo, transmissao e refragdo

da luz, os quais sdo simultaneamente satisfeitos pela organizacdo da matriz extracelular de

longo e curto alcance (Ruberti & Zieske, 2007).

Epithelium Tear film
The limbal zone

Bowman's

membrane The peripheral zone

Nerve endings
Stroma

Descemet’s
membrane

Endothelium The paracentral zone

The central zone

e  Limbal epithelial stem cells

8  Epithelial cells

~w.  Corneal keratocytes Conjunctiva
@ Ciliary nerves Limbus

=  Endothelial cells Cornea

Figura 1. Anatomia e fisiologia da cdrnea. Fonte: Zhang et al., 2019



3. REVISAO DA LITERATURA

Em 1979, Kaufman e Werblin introduziram uma nova cirurgia na tentativa de
correcdo de erros refrativos causados pela alta miopia, hipermetropia, afacia e ceratocone
conhecida como epiceratofacia (Krumeich et al., 1998). Esta cirurgia envolvia a sutura de
um tecido corneano doador liofilizado sobre a superficie anterior da cornea do paciente
receptor. A lente da epiceratofacia era torneada de acordo com as necessidades refrativas do
receptor na tentativa de corrigir a miopia e hipermetropia; enquanto que uma lenticula plana
era utilizada no tratamento do ceratocone (Busin & Kaufman, 1989). A epiceratofacia para
correcdo do ceratocone superou muitas das objecdes aos procedimentos refrativos lamelares
anteriores, tais como a disseccdo parcial da cornea receptora ao longo do eixo visual e a
necessidade de equipamentos cirurgicos especificos (Grabner, 1991).

A técnica da epiceratofacia era um procedimento extraocular, reversivel, reprodutivel,
e simples tecnicamente, com pouca possibilidade de rejeicdo imunoldgica e proporcionava
bons resultados em alguns erros refrativos e ceratocone (Busin & Kaufman, 1989). No
entanto, foram observadas algumas alteracbes nas corneas, tanto na doadora como na
receptora, a longo prazo. Exames histopatol6gicos da cdrnea receptora e da lenticula doadora
evidenciaram uma irregularidade epitelial e fibrose subepitelial. A cdrnea receptora
apresentava dobras na membrana de Descemet e fibrose focal no estroma posterior. A
microscopia eletronica revelou também rupturas na membrana de Bowman com colageno
irregular, agregados de material amorfo posterior e degeneracdo endotelial focal (Rodrigues
et al, 1992). Apesar de varios relatos apresentando bons resultados em acompanhamentos de
até 10 anos, a técnica foi recentemente abandonada por novas opcles de tratamentos
(Hovding, 1999; Panda et al., 2013).

Com o passar dos anos, o principal objetivo do tratamento do ceratocone, focado na
melhora da acuidade visual, tem passado por uma profunda mudancga conceitual (Jhanji et
al., 2010). Atualmente, existe uma variedade de técnicas que enfatizam a prevencéo e/ou a
estabilizacdo da progressao do ceratocone (Bromley & Randleman, 2010; Hamdi, 2011).
Entre os tipos de tratamento disponiveis mais comumente empregados encontramos a
implantacdo ICRS, o CXL, o PRK e o implante de LIOS (Bromley & Randleman, 2010;
Hamdi, 2011).

Os ICRS sdo fabricados com polimetilmetacrilato (PMMA), e foram inicialmente
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) dos EUA e pelo Communauté

Européene para manejo da miopia e do astigmatismo (Fleming et al., 1989; Nose et al., 1996;



Schanzlin et al., 1997; Asbell et al., 1999). Os ICRS representam uma evolugao importante
no manejo do ceratocone, e dados de longo prazo sobre o uso dos ICRS tém demonstrado
bons resultados na regularizacdo topografica e melhora da acuidade visual a distancia com e
sem correcdo, indicando que seu efeito pode evitar, ou pelo menos adiar, o transplante de
cdrnea (Colin et al., 2000; Colin et al., 2001; Colin & Velou, 2003; Siganos et al., 2002;
Siganos et al., 2003; Kymionis et al., 2007, Ferrara & Torqueti, 2009).

A primeira implantacdo de um ICRS (Intacs — Addition Technology, Califérnia,
USA) para o tratamento do ceratocone ocorreu em 1997 (Colin et al., 2000), e os dados de
acompanhamento de 1 ano foram publicados no ano seguinte (Colin et al., 2001). Um estudo
realizado em olhos com ceratocone mostrou que o uso dos ICRS resultou em uma melhor
acuidade visual com valores médios de K (< 53,0 D) e equivalente esférico relativamente
baixo (Alio et al., 2006). Uma melhora na acuidade visual e no astigmatismo ap6s implante
de ICRS em cdrneas ceratoconicas com leucoma também foi mostrado em comparagdo com
cdrneas sem leucoma (Boxer Wachler et al., 2003).

Pacientes com ceratocone com cornea central clara e com espessura > 400 um no
ponto de insercdo dos ICRS sao indicados para este tratamento. Os tUneis intracorneanos para
a implantagdo dos ICRS podem ser criados manualmente ou com a ajuda do laser
femtosegundo (LFS). Vérios estudos relataram bons resultados visuais com o uso da
tunelizagdo manual (Rabinowitz et al., 2006; Carrasquillo et al., 2007). No entanto, a técnica
manual para a criacdo de tuneis pode causar defeitos epiteliais no local da ceratotomia,
perfuracdes anteriores e posteriores, posicionamento muito superficial ou irregular do ICRS,
introducéo de células epiteliais dentro do tdnel, afinamento do estroma, e edema estromal da
cérnea (Pifiero et al., 2009). O LFS pode reduzir estas complicacdes devido a sua precisa
localizacdo do tunel (Shabayek & Alid, 2007). Diferencas significativas foram encontradas
entre procedimentos realizados manualmente e com o LFS em relacéo a aberracdo esférica
primaria e outras aberracGes de ordem superior, demonstrando uma vantagem no uso do LFS
(Pifiero et al., 2009). Contudo, a ocorréncia da criacdo incompleta de tuneis e migracdo dos
ICRS foram relatadas com o uso do LFS (Coskunseven et al., 2009).

A infeccdo ap6s o implante dos ICRS é uma complicacdo grave que pode ocorrer
varios meses apés o procedimento inicial (Bourcier et al., 2003; Hofling-Lima et al., 2004;
McAlister et al., 2006; Chalasani et al., 2009). Uma das complicacdes mais temidas na
implantacdo do ICRS € o derretimento estromal da cornea acima do anel, que pode ocorrer
tanto apds procedimentos manuais quanto com o uso do laser femtosegundo (Ferrer et al.,

2010; Coskunseven et al., 2011; Kugler et al., 2011). Na tentativa de prevenir complicacdes



adicionais, Jarade et al (2019) relataram uma nova técnica para substituir o ICRS de PMMA
por um anel estromal bioldgico confeccionado a partir de tecido doador da cdrnea humana.
O anel estromal bioldgico de 360 graus foi preparado usando a trefinacdo manual e com o
laser femtosegundo a partir de uma cornea doadora, o qual foi de-epitelizado e ajustado para
corresponder ao anel de PMMA a ser substituido. O anel bioldgico foi suturado ao anel de
PMMA, o qual foi entdo puxado e recuperado no lado oposto do tanel, instalando o anel
bioldgico em seu lugar. Os anéis estromais biologicos implantados em 5 olhos de 5 pacientes
ndo mostraram qualquer complicacdo até 6 meses apds a implantacdo, curando o
derretimento estromal e preservando o efeito refrativo terapéutico do anel de PMMA
previamente implantado.

Vaérios estudos iniciais defendiam o uso de dois segmentos de ICRS (Colin et al.,
2000; Colin et al., 2001; Boxer Wachler et al., 2003). Tambem foi ja foi relatado que o
implante assimétrico de ICRS pode melhorar a acuidade visual corrigida e reduzir o
astigmatismo irregular (Boxer Wachler et al., 2003). Entretanto, outros estudos nao
observaram significancia estatistica entre os resultados de acuidade visual com a implantacéo
de um ou dois ICRS (Rabinowitz et al., 2006).

Uma revisdo sistematica e meta-analise de 95 séries de casos publicados entre 2007
e 2017, que incluiu um total de 4560 pacientes foi realizada recentemente avaliando a eficacia
dos parametros pés-operatérios funcionais, ceratométricos e refrativos da implantacdo do
ICRS em casos de ceratocone. Embora a qualidade e o poder da evidéncia dos trabalhos
selecionados fossem considerados questionaveis, os autores concluiram que a implantacéo
do ICRS é uma estratégia eficaz para preservar a funcdo visual em pacientes com ceratocone
(Benoist d’Azy et al., 2019).

Nos ultimos anos, varios estudos tém demonstrado que o CXL pode diminuir a taxa
de progressao da doenca (Wollensak et al., 2003; Ashwin & MCDonnell, 2010; Jhanji et al.,
2010). Desde a sua implantacdo em 1990, o CXL corneano passou de um conceito puramente
interessante para ser um dos tratamentos primarios no gerenciamento de doencas ectasicas
da cérnea. Usando a combinacdo de luz ultravioleta (UV-A) e riboflavina (vitamina B2),
usualmente em uma aplicacédo Unica, a cornea pode ser endurecida e as doencgas que envolvem
o0 afinamento corneano progressivo, tais como o ceratocone, interrompidas (Randleman et
al., 2015).

A riboflavina é um fotossensibilizador padrdo para a conducdo do CXL de cOrnea,
pois sua estrutura de alquilisoaloxazina permite a sua absorcdo na faixa do UV-A (Edwards,

2014). A absorcdo adequada da riboflavina é necessaria para um CXL eficaz. Assim, para
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permitir uma concentragdo suficiente de riboflavina no estroma corneano, é necessario o
desbridamento epitelial antes da sua aplicagéo tdpica (Baiocchi et al, 2009). A luz UV-A é o
segundo componente necessario para 0 CXL, cujos parametros de seguranca dependem do
comprimento de onda, irradiancia e tempo de irradiacdo (Hafezi & Handleman, 2013). O
pico de absorcao da riboflavina de 370 nm é ideal para a eficacia do CXL e para a protecao
de outras estruturas oculares (Spoerl et al., 2007). O fotossensibilizador absorve a energia
UV-A e é excitado em um estado triplo que pode sofrer dois tipos de reacdes: aerobico tipo
2 e, até certo ponto, anaerobico tipo 1. Ambos 0s tipos criam espécies reativas de oxigénio
que induzem ligacBes covalentes entre moléculas de colageno, e também entre os
proteoglicanos e o colageno presente na cornea (Zhang et al., 2011).

Assim, os parametros de seguranca para o0 CXL concentram-se na protecédo de células-
tronco do limbo, endotélio corneano, cristalino e retina. Para tanto, espessuras corneanas de
pelo menos 400 um sdo necessarias antes da aplicacdo da riboflavina e da exposicéo a luz
UV-A. O oxigénio também desempenha um papel fundamental na reacdo do CXL, uma vez
gue amostras tratadas em um ambiente com baixo teor de oxigénio falharam em mostrar um
aumento na estabilidade biomecanica da cornea (Hammer et al., 2014). Contudo, o exato
papel do oxigénio durante o CXL ainda ndo é completamente compreendido.

O primeiro estudo clinico realizado mostrou que o CXL interrompeu a progressao do
ceratocone e levou ao aplanamento da cérnea nos primeiros dois anos de acompanhamento,
juntamente com melhorias na acuidade visual (Wollensak et al., 2003). Este estudo foi
seguido de um estudo piloto (Caporossi et al., 2006) e outro retrospectivo (Asri et al., 2011)
que mostraram uma melhora na acuidade visual corrigida e ndo corrigida com o aplanamento
da cérnea na regido com ceratometria mais acentuada. Estudos comparativos que usaram o
olho contralateral como controle mostraram resultados igualmente positivos, com melhora
na acuidade visual corrigida e ndo corrigida, melhora da ceratometria média e outras
aberracdes de alta ordem no olho tratado, enquanto que o ceratocone continuou progredindo
no olho ndo tratado (Coskunseven et al., 2009; Vinciguerra et al., 2009).

No primeiro ensaio clinico controlado randomizado, Wittig-Silva et al (2008)
relataram um aplanamento com significancia estatistica da ceratometria mais acentuada da
cornea e uma tendéncia para uma melhor acuidade visual. Em outro trabalho com
acompanhamento a longo prazo, 0s mesmos autores mostraram um aplanamento continuo da
cérnea até quatro anos apoOs o tratamento com o CXL (Wittig-Silva et al., 2014). Estes
achados foram confirmados por outros estudos de longo prazo que mostraram uma redugéo

da aberracdo esférica e da ceratometria apds quatro anos (Caporossi et al., 2010), além de
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uma melhoria na ceratometria média de 4,84 D (Raiskup-Wolf et al., 2008). Resultados do
primeiro estudo clinico prospectivo realizado nos EUA, demonstraram uma melhora na
acuidade visual e na ceratometria maxima em pacientes com ceratocone e ectasia pos-LASIK
tratados com CXL (Hersh et al., 2011). Em outro estudo, pacientes com ceratocone
mostraram um aplanamento topografico maior do que pacientes com ectasia, e em ambos 0s
grupos houve um aplanamento transitorio da cornea e reducéo da espessura da cornea durante
0s primeiros trés meses (Greenstein et al., 2011a). Os mesmos autores também mostraram
que a melhora nos indices topograficos da cornea néo se correlacionou com a acuidade visual
(Greenstein et al., 2011b). Por outro lado, embora se saiba que o CXL interrompe a
progressao de protrusao da cornea, estudos recentes de longo prazo também mostraram uma
reabilitacdo visual por achatamento da cornea (Goldich et al., 2012). Um trabalho de revisao
recentemente realizado concluiu que o CXL deve ser proposto sistematicamente em casos de
ceratocone progressivo com o objetivo de interromper a evolucéo do cone (Benoist d’Azy et
al., 2019).

Tanto o CXL para enrijecimento da cdrnea, assim como o implante de ICRS para
corre¢do da irregularidade corneana, sé podem ser realizados nos casos iniciais ou moderados
do ceratocone. Pacientes que apresentam espessura corneana inferior a 400 um nao podem
ser submetidos a estes procedimentos devido ao risco de dano as estruturas intraoculares com
0 CXL, e a extrusdo do segmento de anel no caso do implante de ICRS (Bromley &
Randleman, 2010; Hamdi, 2011). Assim, nos casos de ceratocone avangado, se 0 paciente
for intolerante ou uma visao aceitavel ndo possa ser alcancada com as lentes de contato, e
nem o CLX nem o implante com ICRS podem ser realizados, o transplante de cérnea, seja
através da ceratoplastia lamelar anterior profunda (DALK) ou ceratoplastia penetrante (PK),
é o procedimento de escolha (Jhanji et al., 2010). Na PK, todas as cinco camadas da cornea
sdo transplantadas, enquanto na DALK, quantidades variaveis do estroma sao substituidas,
retendo a membrana de Descemet e o endotelio (Tan et al., 2012). No entanto, a reabilitacdo
visual apo6s PK e DALK é frequentemente lenta e influenciada por altos graus de
astigmatismo pds-operatério e significante anisometropia (Tan et al., 2012).

Resultados de longo prazo do transplante de cornea podem ser frequentemente
afetados por uma série de complicacbes. Um amplo trabalho realizado na Australia que
avaliou 4384 olhos com ceratocone que receberam o transplante penetrante de cornea relatou
que os episodios de rejeicdo representam um importante fator de risco para a faléncia do
enxerto, a maioria tendo ocorrido logo apoés a cirurgia (90% nos primeiros 4 anos), alguns

ocorrendo mais tarde, com até 21 anos poés-operatorio (Kelly et al., 2011). Outras
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complicagdes relatadas sdo a ocorréncia de pupila constantemente dilatada — sindrome
Urrets-Zavalia (Tuft & Buckley, 1995), recorréncia do ceratocone, infec¢do, glaucoma
secundario e, até mesmo, cegueira (Albelson et al., 1980; Nirankari et al., 1983; Tuft &
Buckley, 1995; Kelly et al., 2011). Assim, quando um transplante de cdrnea é considerado
necessario, a menos que o olho apresente comprometimento prévio (mais comumente por
hidropisia aguda) da membrana de Descemet, existe uma forte preferéncia pelo DALK
(Gomes et al., 2015). Embora a técnica DALK possa evitar a rejeicdo endotelial, que € a
causa mais comum de falha do enxerto, ela ainda pode ser negativamente afetada pela
rejeicdo estromal imune primaria, escassez de corneas e o0 alto grau de astigmatismo no pés-
operatério devido a sutura (Krumeich et al., 2008).

Embora o transplante de cdrnea seja um dos transplantes de 6rgdos de maior sucesso,
com mais de 180.000 cirurgias realizadas anualmente (Gain et al., 2016), a necessidade de
cdrneas doadoras excede em muito o suprimento atual, especialmente em paises pobres em
recursos. Estima-se que mais de 10 milhdes de pacientes nédo tratados no mundo estejam
aguardando por um transplante cornea (Pascolini & Mariotti, 2012). Este problema tem
alimentado o interesse da comunidade cientifica em procurar uma solucéo alternativa para a
cirurgia de aloenxerto da cornea, que tem passado pela bioengenharia de tecidos (Gonzalez-
Andrades et al, 2018), a medicina regenerativa (Islam et al, 2018; Fagerholm et al., 2010), e
xenoenxertos de cornea (Gonzalez-Andrades et al., 2011; Lynch & Ahearne, 2010).

A extracdo de lenticula por pequena incisdo (SMILE) é uma técnica realizada com o
LFS para remover uma lenticula intraestromal de um olho miope, enquanto o resto da cornea
permanece intacta (Shah et al., 2011; Sekundo et al., 2011). Ap6s a sua remocao, a lenticula
pode ser usada para o tratamento de miopia, hipermetropia, astigmatismo e presbiopia, assim
como para aumentar a espessura da cornea e ser usada no tratamento do ceratocone (Sekundo
etal., 2011).

Um estudo prévio avaliou a viabilidade do transplante autdgeno de uma lenticula
obtida do olho direito de coelhos e implantada dentro de uma bolsa corneana criada no olho
esquerdo do mesmo animal com o uso do LFS (Liu et al., 2012). Os resultados desse estudo
demonstraram que a lenticula se integrou dentro do estroma do olho receptor, espessando a
cornea, e que o procedimento é clinicamente seguro e viavel. Trabalhos mais recentes
investigaram a viabilidade e os efeitos do transplante alogeno (de um animal para outro da
mesma espécie) de uma lenticula obtida com a técnica SMILE (Liu et al., 2015; Zhao et al.,

2017). Segundo os autores, mais uma vez a técnica se mostrou viavel e segura para aumentar
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a espessura estromal corneana e mudar o poder refrativo da cornea, tornando-se assim um
método Util para o tratamento de ceratoectasias, preshiopia e hipermetropia.

Em humanos, em uma série de 22 olhos em 19 pacientes, Van Dijk et al. (2015)
relataram o transplante de uma lenticula da camada de Bowman obtida a partir de cdrneas
doadoras dentro da bolsa intraestromal criados manualmente em olhos com ceratocone
progressivo. Segundo os autores, apds o transplante houve uma reducdo e estabilizacdo da
ectasia corneana com baixo risco de complicagdes, tornando o procedimento uma alternativa
para adiar o transplante de cornea com PK ou DALK.

Li et al. (2018) relataram um caso de um paciente que recebeu uma lenticula que foi
removida com a técnica SMILE de um olho com miopia e transplantada para o olho
contralateral com hipermetropia. Os achados preliminares indicaram que as fibras nervosas
estavam se regenerando dentro da lenticula implantada e que os ceratécitos na lenticula
demonstraram um retorno gradual para uma morfologia normal.

Em outro relato de caso, uma lenticula com 290 um de espessura foi obtida a partir
de uma cdrnea doadora e implantada com sucesso em uma bolsa intraestromal criada com o
LFS no olho esquerdo de um adolescente que possuia uma cornea extremamente fina (245
pum). Antes da implantacdo, a cérnea doadora foi submetida ao CXL com UV-A para
fortalecer a matriz de colageno do estroma corneano. O tratamento resultou no aplanamento
e espessamento da cornea para 639 um e na melhora da acuidade visual aos seis meses de
acompanhamento. O tratamento permitiu uma melhor qualidade de vida ao paciente pelo
menos até atingir a maioridade, quando o transplante de cOrnea, se necessario, teria mais
chances de ser bem-sucedido (Almodin et al., 2018).

Alio Del Barrio et al. (2017) avaliaram a seguranca e eficacia da implantacdo de
células-tronco adultas aut6logas derivadas de tecido adiposo no estroma da cornea de cinco
pacientes com ceratocone avancado. Uma solucéo salina contendo 3x108 células tronco foi
injetada no estroma da cornea humana através de uma bolsa lamelar de 9,5 mm de didmetro
confeccionada com o LFS sob anestesia topica. Os resultados ndo demonstraram
complicagdes intra ou pds-operatorias. Quatro pacientes completaram o acompanhamento e
embora a funcédo visual tivesse melhorado em todos os pacientes, o beneficio foi modesto,
principalmente no primeiro més, seguido de leve regressdo subsequente. Embora as células-
tronco tivessem sobrevivido in vivo com nova producéo intraestromal de colageno, ela foi
em quantidades pequenas e distribuida de forma ndo homogénea ao longo do plano cirdrgico,
demonstrando que o procedimento ndo foi capaz de restaurar grandes quantidades de tecido

corneano.
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A bioimpressdo 3D € uma abordagem promissora como alternativa a cérnea doadora.
As vantagens dessa tecnologia na regeneracdo da coOrnea permitiriam o implante
personalizado da cdrnea e equivalentes da cdrnea de camada Unica ou multicamadas com
estrutura controlavel e capacidade de refracédo projetada (Zhang et al., 2019). Isaacsson et al.
(2018) aplicaram a técnica da bioimpressdo 3D com o objetivo de fabricar estruturas
corneanas que se assemelham a estrutura do estroma corneano humano nativo, usando um
modelo 3D digital da cérnea humana existente e uma estrutura de suporte. Estas estruturas
foram fabricadas a partir de uma biotinta a base de colageno contendo ceratécitos da cornea
encapsulados. Os resultados do estudo mostraram que os ceratocitos exibiram alta viabilidade
celular no primeiro dia (> 90%) e no sétimo dia (83%) ap6s a impressdao. Os autores
concluiram que a bioimpressao 3D podera se tornar um método viavel no futuro atraves do
qual as estruturas da cdrnea poderdo ser desenhadas artificialmente. A despeito dos
progressos realizados no desenvolvimento de estruturas sintéticas através da bioengenharia
(Islam et al, 2018), eles tém sido incapazes, até o momento, de imitar as propriedades
biomecanicas e a microarquitetura molecular do tecido nativo (Leijten, et al. 2017). Assim,
varios estudos também tém se concentrado no uso de tecido corneano xenogeno (Badylak,
2014; Gilbert et al., 2006).

As vantagens do uso de tecidos xen6genos sobre uma estrutura sintética sdo: (i) a
estreita similaridade das substancias quimicas e da microarquitetura do tecido xendgeno com
a cornea humana; (ii) acessibilidade; (iii) menor custo; e (iv) propriedades Opticas e
biomecanicas analogas as da cornea humana (Schenke-Layland, et al, 2003). No entanto,
apesar das semelhancas anatdmicas, biomecanicas e quimicas do xenoenxerto com a clrnea
humana, o principal desafio associado com sua aplicagdo tem sido antigenicidade (Cissell et
al., 2014). Células residentes na MEC dos tecidos xendgenos podem desencadear respostas
imunes inatas e adaptativas, induzindo a rejeicdo do xenoenxerto.

Sharif et al (2019) compararam as sequéncias de aminoacidos de 16 proteinas
presentes na matriz estromal da cérnea de 14 espécies diferentes de animais e calcularam
uma pontuacdo de similaridade em comparagdo com a respectiva sequéncia humana. Entre
0s animais estudados, o porco apresentou 0 maior escore de similaridade (91,8%). Todas as
especies apresentaram menor contetdo de prolina em relagcdo ao humano. O ponto isoelétrico
do porco (7.1) foi 0 mais proximo do humano. Os resultados desse estudo sugerem que a
cdrnea porcina seria relativamente a mais adequada para ser transplantada em humanos.

Li et al (2017) investigaram se cOrneas porcinas abrigam DNA e RNA virais e se 0

transplante destas para um primata ndo humano levaria a infec¢cdo por retrovirus endégenos

15



porcinos do hospedeiro. Nenhuma evidéncia foi encontrada da transmissao dos retrovirus
enddgenos porcinos a cornea hospedeira, e o transplante havia perdido seu sinal viral no final
do periodo de 24 meses. A auséncia de evidéncia deste tipo de infeccdo apds o
xenotransplante de cornea porcina foi consistente com as observacdes feitas apds transplante
de coracdo ou rim de porco em macacos (Huang et al., 2014).

A descelularizagdo de uma estrutura matricial tridimensional (6rgéo, tecido, cornea)
permite a remocdo de componentes celulares e imunogénicos de um Orgao/tecido,
preservando a MEC com sua anatomia micro e macroscopica nativa (Badylak et al., 2011).
Diversos protocolos de descelularizagdo de tecidos de cdrnea porcina usando compostos
bioldgicos, fisicos e quimicos foram relatados (Lee et al., 2014; Gonzalez-Andrades et al.,
2015; Hashimoto et al., 2016). Um método ideal de descelularizacdo deve maximizar a
eliminacdo de componentes celulares e materiais nucleares, limitando o possivel efeito
prejudicial a histoarquitetura e propriedades mecanicas do MEC. Além disso, a sua
capacidade de repovoar células hospedeiras (ceratdcitos e células epiteliais) deve ser um fator
importante apds descelularizacdo. Isidan et al (2019), revisaram diferentes métodos de
descelularizacdo para cOrneas porcinas com base no mecanismo de acdo, eficicia da
descelularizacao, biocompatibilidade e efeitos indesejaveis na ultraestrutura da cornea. Apds
compararem nove diferentes métodos os autores chegaram a conclusédo que para realizar uma
descelularizacdo corneana eficiente, métodos combinados devem ser considerados.

Em um estudo realizado em coelhos, Alio Del Barrio et al (2015) avaliaram a
biocompatibilidade de enxertos de lenticulas de estroma corneano humano descelularizado
com ou sem a recelularizacdo com células-tronco adultas derivadas de tecido adiposo
humano. Lenticulas de estroma corneano humano de 90 um de espessura foram implantados
in vivo em uma bolsa estromal a 50% de profundidade. As lenticulas estromais
descelularizadas mostraram uma MEC intacta com uma taxa de descelularizacdo de 92,8% e
uma excelente capacidade de recelularizagcdo in vitro. O enxerto apresentou uma
transparéncia completa e estavel durante todo o acompanhamento, sem qualquer sinal clinico
de rejeicdo. A anélise post-mortem demonstrou a sobrevivéncia das células-tronco humanas
transplantadas no interior do enxerto e sua diferenciacdo em ceratécitos funcionais. Apesar
dos resultados clinicos ligeiramente melhores no grupo das lenticulas recelularizadas, ndo
houve diferencas estatisticamente significativas com o grupo sem recelularizacéo.

Jin et al (2018), conduziram um estudo piloto onde testaram a irradiagdo de lamelas
corneanas com raios X (100Gy) na tentativa de remover os componentes celulares sem alterar

a sua estrutura inerente e com um impacto minimo no colageno. As clrneas irradiadas
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mantiveram a transparéncia, ndo apresentaram rejei¢cdo imunoldgica, e demonstraram alta
estabilidade. Quando implantadas na cornea de macaco Rhesus, nenhuma rea¢do imune ou
respostas inflamatorias graves ocorreram, e as coOrneas hospedeiras mantiveram a
transparéncia durante as 24 semanas de observacao.

Zheng et al (2018) implantaram lenticulas corneanas acelulares extraidas de cornea
bovina em olhos de coelho. Os resultados deste trabalho mostraram que a espessura central
da cornea estabilizou-se 4 semanas apoés a cirurgia. O OCT do segmento anterior mostrou a
fusdo gradual da lenticula com a matriz corneana do coelho. Segundo os autores, com 0 uso
da abordagem SMILE, lentes matriciais de cornea bovina podem ser preparadas com grau e

forma especificos de dioptria.
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4. LASER DE FEMTOSEGUNDO

Procedimentos mais seguros e previsiveis, tais como a obtencdo e implantacdo de
lenticulas intracorneanas, tém sido possiveis com o avango tecnolégico de equipamentos a
laser para cirurgias refrativas. O LFS foi aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) dos EUA em 2001, e foi inicialmente introduzido para a criagdo de retalhos na cirurgia
ceratomileuse assistida por laser (LASIK). Desde entdo, 0 uso do LFS expandiu-se para
outras cirurgias da cdrnea, tal como a cirurgia para a implantacdo de segmentos de anéis
intracorneanos (Kubaloglu et al., 2010), extracdo de lenticulas corneanas (Sekundo et al.,
2008), transplante de cornea (Holzer et al., 2007), e cirurgia de catarata (Bali et al., 2012).
Entre as vantagens do LFS encontramos incisGes pequenas e minimamente invasivas,
excelente precisao, resultados refrativos mais previsiveis, menos astigmatismo pela auséncia
de suturas, e menos infecc¢do (Zhao et al., 2017).

O LFS é um laser infravermelho, com um comprimento de onda com 1.053 nm e uma
duracdo de pulso ultracurta de 10 segundos. Dada a sua curta duragdo de pulso, o LFS tem
a capacidade de fornecer energia a laser com dano colateral minimo ao tecido adjacente
(Lubatschowski et al., 2000). A interacdo do LFS com o tecido corneano ocorre através da
foto-ruptura, um processo em que pequenos volumes de tecido sdo vaporizados resultando
na formacao de bolhas de gas de cavitacdo, ou seja, didxido de carbono e dgua (Juhasz et al.,
1999).

Os primeiros sistemas de LFS operavam com baixa taxa de repeticdo (15 KHZ) e,
portanto, exigiam maior energia para sua operacdo. Os novos dispositivos tém uma taxa de
repeticdo de até 150 KHz, o que leva a utilizacdo de menos energia e menor duragdo do
procedimento. Além disso, dispositivos variam de acordo com seus padrdes de corte
geométricos programaveis e personalizaveis (Raoof-Daneshvar & Shtein, 2013).

Existe uma série de modelos de LFS comercialmente disponiveis, tais como:

* Intralase FS™ (Abbott Medical Optics, Abbott Park, Illinois);

« Femtec® (20/10 Perfect Vision, Heidelberg, Germany);

* VisuMax Femtosecond System® (Carl Zeiss Meditec, Jena, Germany);
* Femto LDV™ (Ziemer Group, Port, Switzerland); and

« Wavelight FS200® (Alcon, Fort Worth, Texas).
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Especificamente, o Femto LDV™ ¢ um dispositivo que possui baixa energia ajustavel
de 50-2.500 NJ, uma taxa de pulso de alta repeticdo ajustavel entre 10 e 0,1 MHz, e um
sistema Optico com uma alta abertura numérica. Este equipamento de LFS possui uma taxa
de pulso em MHz (10° Hz), diferentemente de outros equipamentos que possuem taxas em
KHz (108 Hz). A combinacdo da alta taxa de pulso (frequéncia) com a baixa energia emitida
por pulso permite um modelo de sobreposi¢éo de spots e, consequentemente, a confecgéo de
cortes com bordas suaves e regulares, mais estaveis e reprodutiveis em qualquer modalidade
cirargica. O Femto LDV™ possui uma base com vacuo em interface liquida em contato com
o olho do paciente, a qual permite uma succao estavel e perfeito posicionamento do olho
durante todo o procedimento cirurgico (Hasimoto et al., 2013).
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5. CORNEA DE GALINHA

Fowler et al., 2004, investigaram a cornea de galinha como um modelo para a
pesquisa de cicatrizacao de feridas na cornea. Os autores mostraram que a cornea de galinha
adulta é semelhante em tamanho e aparéncia a crnea humana. O didmetro médio das corneas
de galinha encontrado foi de aproximadamente de 9,1+0,1 mm na horizontal e 8,8+0,1 mm
na vertical, sendo que o diametro horizontal (nasal-temporal) foi significativamente maior
que o diametro vertical (ventral-dorsal). Exames histoldgicos da cornea de galinha adulta
normal revelaram cinco camadas constituintes distintas, qualitativamente idénticas as
encontradas na cornea humana. A cornea de galinha apresentou uma espessura média total
de 405+10 um, que foi confirmada por medidas feitas com a tomografia de coeréncia Optica
(4087 um). O epitélio central era de 351 um de espessura e constituido por 5 a 7 camadas
de células. Subjacente ao epitélio havia uma membrana basal epitelial e uma proeminente
camada de Bowman acelular com 5,2+0,3 um de espessura. O estroma subjacente com
ceratocitos dispersos apresentava uma espessura de 35510 pm, compreendendo
aproximadamente 90% da espessura da cornea. Uma fina membrana de Descemet (3,2+0,1
pm) e um endotélio cubdide simples (4,0+0,2 um) podiam ser observados posteriormente. A
cdrnea de galinha é mais espessa na periferia (42512 um) do que na regido central (37712

pm), principalmente devido ao aumento da espessura do estroma (Figura 2).

- 40 ym

Figura 2. Corte histologico corado com hematoxilina e eosina da cornea de galinha anterior
demonstrando uma camada de Bowman proeminente (*) subjacente ao epitélio. Fonte Fowler
et al., 2004

20



Apesar do tamanho pequeno da cabeca da galinha, suas cdrneas sdo
surpreendentemente grandes, correspondendo a aproximadamente 80% dos valores relatados
para a cornea humana - 11,5 mm na horizontal e 10,5 mm na vertical - (DelMonte & Kim,
2011). Tambem é interessante notar que as propor¢des dos diametros da cornea de galinha
sdo semelhantes as encontradas no ser humano. Histologicamente, a crnea de galinha adulta
é muito semelhante a cornea humana. Além da sua proeminéncia, a propor¢do da espessura
da camada de Bowman em relacdo a espessura total da cornea (1,3%) se compara
favoravelmente com aquela do ser humano (1,7%). Além das semelhancas entre as camadas
de Bowman, também h& uma grande similaridade entre as corneas humanas e de galinha nas
proporcdes da espessura das outras camadas constituintes. O epitélio das corneas de galinha
e humana compreendem entre 9 a 10% da espessura total da cdrnea, e € composto por 5a 7
camadas de células. A espessura proporcional da membrana de Descemet na cornea da
galinha é quase idéntica aquela na cérnea humana pediatrica (3 a 4 um no nascimento). O
endotélio representa 1% da espessura total da cornea em ambas as espécies. Diferentemente
de outros animais (bois e cdes), a cornea de galinha € mais fina no centro e mais espessa em
direcdo a periferia, como na cornea humana (Fowler et al., 2004).

Imuno-histoquimicamente, a camada de Bowman na cornea de galinha é composta
principalmente de fibrilas de colageno tipo V com algumas fibrilas de colageno tipo I, assim
como a camada de Bowman humana. Essas fibrilas de colageno sdo organizadas
aleatoriamente e mais finas que as fibrilas encontradas no estroma, semelhantes as
caracteristicas da camada de Bowman humana. O estroma subjacente na cornea de galinha é
composto principalmente de colageno tipos | e V1, assim como no estroma da cornea humana.
Esse nivel de semelhanca entre a cornea da galinha e a cornea humana nao é observado em
outros animais nao-primatas usados em pesquisas de cornea, o que torna a cornea da galinha
particularmente Util para a pesquisa refrativa (Fowler et al., 2004).

Ritchey et al (2011) investigaram as respostas de cicatrizacdo da cdrnea a lesdes em
um modelo animal (galinha). Incisdes foram feitas na cornea e respostas estereotipadas de
cicatrizacdo de feridas foram observadas no estroma e epitélio. Apds répida regeneragédo
epitelial e reinervacdo neuronal do epitélio, foi observado um acumulo de células estromais
em proliferacdo ao longo da ferida, assim como um acumulo transitério de mondcitos nas
corneas lesionadas com concentragdes no local da incisdo. O estroma reativo das células
expressava niveis elevados de proteinas citoesqueléticas filamentosas e moléculas da MEC.

Como resultado, os autores propuseram que a cornea de galinha pode servir como um
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excelente modelo para o estudo da regeneragdo axonal e das vias de sinalizagdo celular que

regulam a cicatrizacao de feridas da cérnea humana.

Considerando que:

e Nao ha até o momento nenhum procedimento definitivo para o tratamento do
ceratocone e de doencas ectasicas;

e A implantacdo do tecido estromal corneano é uma estratégia viavel para a
recuperacdo da estrutura da cornea, o qual permitiria que novos procedimentos
refrativos fossem realizados;

e O enxerto implantado em uma bolsa intraestromal ndo afeta as camadas epitelial e
endotelial da cornea receptora, o qual pode evitar a rejeicdo do enxerto e diminuir o
tempo de recuperagdo pos-cirdrgica;

e Novas tecnologias tais como o LFS permitem a criacdo de uma bolsa intraestromal
de forma mais segura e previsivel;

e A demanda por material corneano para transplantes de cdrnea e o tratamento do
ceratocone avanc¢ado e de doencas ectasicas € muito maior do que a oferta;

e O desenvolvimento de materiais sintéticos substitutos de cdrnea ainda esti em fase
inicial;

e O xenoenxerto tem sido objeto de varios estudos, tendo demonstrado resultados
promissores; e

e As semelhancas anatbmicas e fisiologicas entre corneas de galinhas e corneas

humanas:

Novas alternativas de tecido estromal corneano doador devem ser investigadas. O estudo
da viabilidade do uso de cdérneas de galinha como material doador para o tratamento de olhos
com ceratocone representa um modelo animal atil no desenvolvimento de materiais

alternativos para o espessamento corneano e o0 gerenciamento do ceratocone.



6. OBJETIVO

O objetivo deste estudo pré-clinico foi avaliar a viabilidade da implantacdo xenogena
da cornea de galinha previamente tratada com CXL no interior de uma bolsa intraestromal
criada com o LFS em corneas de coelho. Para tanto, este estudo avaliou 0 comportamento do
xenoenxerto implantado.

A hipdtese levantada foi que o tecido rico em colageno e parcialmente livre de
ceratocitos da cornea doadora promoveria o espessamento corneano do olho receptor sem a

manifestacdo do fendbmeno de rejeicao.
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7. MATERIAIS E METODOS
Este estudo pré-clinico em modelo animal (coelhos) foi conduzido na clinica Proviséo
Hospital de Olhos de Maringda, em conjunto com a Universidade Estadual de Maringa (UEM)
e Centro Universitario Inga (UNINGA), situados na cidade de Maringa, Brasil. O estudo foi
devidamente aprovado pelo Comité de Etica para Pesquisa com Animais da UNINGA
(Apéndice 1, pg. 56; e Apéndice 2, pg. 59). Todos os procedimentos foram conduzidos de
acordo com critérios preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

(COBEA), e a Nomina Anatémica Veterinaria (1975) para nomenclaturas animais utilizadas.

7.1. Amostra

A amostra foi composta por dez coelhos albinos da raca New Zealand (Oryctolagus
cuniculus), procedentes do Biotério da UEM, com idade variando entre 3 a 6 meses, peso
médio de 3,2 kg (2,5 a 4 kg), sem qualquer grau de parentesco entre eles.

Na tentativa de utilizar o menor nimero de animais necessario para a avaliacdo
proposta, a quantidade de coelhos utilizada se baseou em estudos pré-clinicos prévios
realizados em coelhos e macacos (Liu et al., 2012; Liu et al., 2015; Cerialli et al., 2017; Zhao
etal., 2017).

7.2. Ambiente de Experimentacgdo

Todos os animais foram alojados individualmente em gaiolas de polipropileno de
dimens@es padronizadas (50 x 30 x 50 cm), no biotério da UEM, com ambiente climatizado
e temperatura constante em torno de 25°C, e ciclos de luz e escuriddo de 12 horas. Os animais
receberam agua e racao prépria para a espécie (Nuvilab CR1, Nuvital, Colombo, PR, Brasil)
ad libitum durante a realizacdo de todos os procedimentos. Excepcionalmente, no dia da
cirurgia, 0s animais permaneceram em jejum por duas horas antes do inicio da inducédo
anestésica. Um dia antes do inicio dos procedimentos, o estado de salde dos animais foi

verificado por um veterinario de modo a garantir a sua adequada condicao de saude.

7.3. Preparo das Corneas de Galinha
No dia anterior a cirurgia de implantagcdo, um total de 13 cdrneas foram removidas a
partir de cabecas de galinhas recém-sacrificadas (Coroaves, Maringa, Brasil) e preparadas
COMo Segue:
) Primeiramente, a cdrnea juntamente com uma rima escleral foi removida do

olho da galinha e separada para o processamento;
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vi)

vii)

A cornea foi colocada na cAmara artificial de Barron (Katena, Parsippany, NJ,
EUA) com o epitélio voltado para cima;

A cérnea foi desepitelizada com uma lamina 15 de bisturi;

Ainda sobre a camara artificial de Barron, a cOrnea recebeu 1 gota de
riboflavina a 0,1% (Ophthalmos, Sdo Paulo, Brasil) a cada cinco minutos por
30 minutos; (Figura 3A, pg.26);

Em seguida a cdrnea foi colocada em uma base de um punch (Ambler
Surgical, Exto, PA, EUA) com o epitélio voltado para cima e irradiada com
um equipamento de UVA (X-Link — OPTO, S&o Carlos, Brasil) por dez
minutos em associagdo com riboflavina aplicada a cada cinco minutos (Figura
3B, pg. 26).

Apds a realizacdo do CXL, a cornea foi virada na base do punch com o
endotélio para cima e trepanada totalmente com um punch de 6,0 mm de
didmetro (Figura 4A, pg. 27).

Ao término do procedimento as corneas de galinha foram acondicionadas em
um frasco de acrilico transparente contendo Optisol GS® (Bausch e Lomb,
EUA) e mantidas em um refrigerador a 8°C até o momento da cirurgia dos
coelhos (Figura 4B, pg.27).

O procedimento de CXL foi realizado com o objetivo de fortalecer a matriz de

colageno do estroma corneano e diminuir os ceratdcitos presentes na cornea da galinha, e

assim obter uma lamina inerte formada por coldgeno corneano e reduzir o risco e rejeicdo

pelo olho receptor do coelho.
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FIGURA 3. Realizacdo do CXL na cdrnea da galinha: A — Aplicagéo da riboflavina 0,1%;
B — Aplicacéo da luz ultravioleta A (UV-A) associado a riboflavina 0,1%



FIGURA 4. Procedimento final da cdrnea da galinha apds o CXL: A — Trepanacdo da cornea
da galinha com punch 6.0 mm; B — Corneas de galinha preparadas com CXL prontas para o
transplante (seta)

7.4. Anestesia
Os coelhos em jejum foram levados para o centro cirdrgico onde foram submetidos a
um procedimento pré-anestésico com acepromazina 0,2% (Vetnil, Brasil) 0,2% (1 mg/kg)
em associacdo com midazolam (Roche, Brasil) 5 mg/ml (1 mg/kg) pela via intramuscular 10
minutos antes do procedimento, com a intengéo de acalmar e diminuir o estresse dos animais.
Em seguida, a inducdo anestésica foi conduzida com xilazina (Bayer, Brasil) a 2% (5
mg/kg) e quetamina (Bayer, Brasil) a 10% (35 mg/kg). Os animais foram considerados
anestesiados quando ndo apresentavam reacdo ao manuseio e aos testes de sensibilidade.
Todo o procedimento anestésico foi acompanhado por uma veterinaria especialista em

anestesia animal. Oxigenioterapia (3 I/min) foi mantida durante todo o procedimento.

7.5. Implantacéo da Lenticula

O olho a ser operado foi escolhido aleatoriamente através de sorteio antes do
procedimento cirdrgico. A assepsia da regido ao redor do olho do coelho foi conduzida com
iodopovidona, com o uso de dois cotonetes foi realizada a exposi¢do do olho do coelho para
acoplamento da manopla do LFS e aplicacdo do laser para confeccéo da bolsa intraestromal
(Figura 5, pg. 28). Apos a retirada da manopla, um blefarostato foi posicionado de modo a
manter as palpebras abertas para conseguir fazer o implante da lenticula de galinha no olho
do coelho. A cirurgia para o implante da lenticula intracorneana foi executada como segue:
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i)

Vi)

vii)

Uma gota de anestésico local (Alergan, Guarulhos, Brasil) foi aplicada sobre o
olho;

Os parametros para a confeccdo da bolsa — 8 mm de diametro, uma incisdo de 5
mm a 90° e uma segunda incisdo de 2 mm a 270°, e profundidade de 200 pm —
foram introduzidos no equipamento de LFS (LDV-Z8 — Ziemer, Suica) (Figura
6, pg. 29);

A manopla do equipamento foi cuidadosamente acoplada ao olho do animal, e 0
laser aplicado;

A bolsa criada foi dissecada com uma espatula de modo a abrir o espago
intraestromal necessario para a introducgéo da lenticula de galinha;

A lenticula foi cuidadosamente introduzida através da abertura de 5 mm e
espalhada dentro da bolsa com o auxilio da espatula (Figura 7, pg. 29);

Suturas foram realizadas na incisdo de 5 mm com fio de nylon 10.0 de modo a
garantir a permanéncia da lenticula dentro da bolsa corneana;

Decadron (Aché, Brasil) associado a garamicina (Mantecorp, Brasil) foi injetado

subconjuntival.

Os coelhos ficaram sob observacéo até o0 momento que eles recuperaram os sentidos,

e foram enviados de volta para o biotério da UEM, onde ficaram alojados em gaiolas

individuais com acesso a comida e agua ad libitum sob a supervisao de um veterinario. Vinte

e quatro horas apds a cirurgia iniciou-se o uso do colirio vigadexa (Alcon, Séo Paulo, Brasil),

1 gota 3 vezes ao dia por uma semana.

FIGURA 5. Exposic¢édo do olho do coelho com cotonetes para acoplamento da manopla do

LFS
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FIGURA 6. Ajustes do Laser Femtosegundo para a execucdo da bolsa intraestromal: A-
Formato da bolsa intraestromal com 8 mm de didmetro, uma incisdo de 5 mm a 90° e uma
segunda incisdo de 2 mm a 270° para a introducdo e manuseio da lenticula com uma espatula
durante a implantacéo; B — Estabelecimento dos pardmetros no Laser Femtosegundo para a
criacdo da bolsa intraestromal desejado

FIGURA 7. Time cirargico durante a introducédo da lenticula de galinha dentro da cérnea do
coelho com o uso do microscopio cirargico



7.6. Avaliagdes

Ainda sedados, os animais foram submetidos a biomicroscopia com a lampada de
fenda (BP 900® - Haag-Streit Diagnostic, Alemanha) e tomografia de coeréncia optica (OCT)
(Cirrus 5000® - Carl Zeiss Meditec AG, Alemanha) do olho implantado para avaliagdo da
interacdo entre a cdrnea receptora e a lenticula implantada. Os exames tanto de
biomicroscopia quanto com o OCT foram novamente conduzidos in vivo nos dias 7, 30, e 90
poGs-operatorio.

Ao final dos 90 dias pds-operatorio, os animais foram entdo levados ao centro
cirtrgico, onde foram sacrificados para retirada das corneas. A eutanasia dos coelhos foi
realizada conforme os métodos aceitos pelo Guia Brasileiro de Boas Praticas para a eutanasia
de animais. Foram administrados, por via endovenosa, altas concentragdes de quetamina 10%
(100 mg/Kg) e xilazina 2% (20 mg/Kg), promovendo depressdo acentuada do sistema
nervoso central e do sistema cardiorrespiratério. Para assegurar o 6bito do animal, foi
administrado cloreto de potassio (1 ml/Kg), pela via endovenosa. Apos a constatacao do 6bito
dos animais, as corneas de ambos os olhos foram removidas com o auxilio de uma pinca
colibri e uma tesoura de cornea. As corneas implantadas foram seccionadas ao meio com um
bisturi lamina 11. Uma das metades foi acondicionada em um frasco de plastico transparente
contendo formol 10% e enviada para a analise anatomopatoldgica com hematoxilina e eosina
(HE), enquanto que a outra metade foi acondicionada em frasco de plastico transparente
contendo glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato e encaminhada para analise de
microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM).

As corneas enviadas para a analise anatomopatolégica foram fixadas em formol
tamponado a 10% por um periodo de 24 horas, respeitando a proporcao de 10 vezes o volume
do fixador em relacdo ao da amostra. Posteriormente as corneas foram clivadas e
acondicionadas dentro de um cassete, e processadas. Apos a fixacdo, as amostras foram
desidratadas gradualmente em etanol (80%, 90% e 100%) e, finalmente, em xilol por pelo
menos 12 horas. A parafina substituiu o xilol, gradualmente, a 70°C, até a inclusdo completa.
Os blocos de parafina foram cortados usando um micrétomo (Leica Biosystems®, Nussloch,
GmbH, Alemanha), a 5 um de espessura. As sec¢Ges foram recolhidas em laminas
previamente preparadas com poli-L-lisina, coradas em hematoxilina de Harris e eosina
amarela e montadas utilizando meio de montagem (Permount™ — Fisher Scientific
Company, LLC, EUA). Foi avaliada a presenca de necrose, células inflamatorias

polimorfonucleares, tais como linfocitos e fibroblastos, presenca de vasos sanguineos e
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fibrose, como potenciais indicadores de rejeicdo do enxerto da lenticula xendgena no olho
do coelho.

Para microscopia eletronica de transmissdo (MET), as amostras da cornea foram
fixadas por imersdo em glutaraldeido 2,5% em tampédo cacodilato de sodio (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EUA) 0,1 M em temperatura ambiente, por pelo menos
3 horas e transferidos para tubos de 1,5 mL. Apo6s a fixacdo, foram lavadas com tampéo
cacodilato 0,1 M, pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1% e ferrocianeto de potéssio 0,8% a
temperatura ambiente, lavadas em tampdo cacodilato 0,1 M, desidratadas com acetona em
concentragdes crescentes (30%, 50%, 70%, 80%, 95% e 100%), incluidas em resina (Embed-
812 — Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EUA) e polimerizadas em estufa a 60°C
durante 72 horas. Cortes ultrafinos foram feitos em um ultramicrotomo (Boeckeler
Instruments, Tucson, AZ, USA), inseridos em grade de cobre, contrastados com acetato de
uranila 5% em &gua destilada, durante 40 minutos, e citrato de chumbo durante 40 minutos.
A visualizacdo foi realizada em microscopio eletrénico de transmissdo (JEM-1400 — JEOL
USA, Peabody, Massachusetts, EUA). Foi avaliada a organizacédo tecidual, e presenca de
ceratocitos e de células inflamatdrias, tais como macrofagos como potenciais indicadores de

rejeicdo do enxerto da lenticula xen6gena no olho do coelho.

7.7. Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram digitados em planilha do programa Microsoft Excel 2010 e
analisados estatisticamente com o auxilio do Software Statistica Single User versdo 13.2.
Foram calculadas medidas descritivas: média, desvio padrdo, minimo e maximo para as
espessuras de cornea tanto da galinha quanto do coelho. Para comparacdo das espessuras em
dois momentos distintos sempre comparando a espessura inicial com as demais foi utilizado
o teste de Wilcoxon. O nivel de significancia adotado no teste foi de 5%, ou seja, foram

consideradas significativas as comparagdes cujo p<0,05.
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8. RESULTADOS

As avaliacdes individuais para cada coelho sdo apresentadas no Apéndice 3 (pg. 60-86).

8.1. Complicacoes

O coelho 10 faleceu de causas ndo determinadas 25 dias ap0s a cirurgia, e foi removido
da anélise. Todos os outros 9 coelhos sobreviveram ao periodo experimental sem maiores
intercorréncias. De forma geral, a cirurgia de fabricacdo da bolsa corneana nos olhos dos
coelhos transcorreu normalmente. Contudo, alguns dos olhos apresentaram o afrouxamento
das suturas, e em um olho (coelho 9) houve a perfuracdo da cérnea durante a confeccdo da

bolsa intraestromal com o LFS.

8.2. Biomicroscopia com lampada de fenda

Os exames de biomicroscopia realizados com a lampada de fenda mostraram a
evolucdo dos olhos dos coelhos que receberam as cdrneas de galinha doadoras. O exame
consecutivo deixou claro que a cornea da galinha havia se incorporado progressivamente ao
estroma corneano do olho do coelho.

No exame realizado imediatamente ap0s a cirurgia ndo havia a presenca de edema
com o limite do enxerto claramente visivel. Contudo, no exame realizado 1 semana apés a
cirurgia, edema de cdrnea estava presente em todos 0s animais, e as lenticulas implantadas
comecaram a integrar-se ao estroma adjacente, as bordas das lenticulas implantadas eram
indistintas, mas ainda visiveis. No pos-operatorio de 1 més, o edema da cornea foi
completamente absorvido e as lenticulas implantadas se integraram ao estroma circundante;
o limite de cada lenticula implantada era mal definido, mas ainda visivel. Aos trés meses, as
lenticulas implantadas estavam totalmente integradas ao estroma adjacente, sem limites
visiveis, e as corneas estavam em sua maioria claras (Apéndice 3, pg. 60). Contudo, algumas
intercorréncias foram observadas em alguns dos olhos. Nos olhos dos coelhos 6, 7, 8 e 9,
embora estivessem estaveis e sem edema, foi observado a presenca de vascularizagdo e
fibrose corneana importante. Os eventos observados ao longo do periodo experimental estdo

resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1. Observagdes por biomicroscopia com lampada de fenda imediatamente, 7, 30 e 90
apos o implante da lenticula

Tempo (dias)

Observagoes Imediato 7 30 90
Edema 0 7 2 0
Lenticula visivel 9 6 0 0
Lenticula dificil visualizacéo 0 3 9 9
Vascularizagéo 0 3 3 4
Opacidade corneana 0 4 4 5
Fibrose 0 3 3 3
Hiperemia 0 3 3 1
Sutura frouxa 0 3 3 3
Sutura firme 9 6 6 6

8.3. Tomografia de Coeréncia Optica

Os exames realizados com o OCT confirmaram a incorporacdo progressiva da
lenticula de galinha implantada no estroma da cérnea do coelho (Tabela 2). O edema da
cérnea observado nos exames iniciais desapareceu nos exames de 1 e 3 meses em todos 0s
olhos (Figuras 8 e 9). No exame de 1 més pos-operatorio, a lenticula implantada estava clara,
com a imagem mostrando baixa densidade e limites distintos. Aos 3 meses, a lenticula
implantada era visivel e apresentava pouca hiper-reflexao linear (Apéndice 3, pg. 60).

A andlise da evolucdo da cérnea de galinha implantada mostrou que houve
diminuig&o estatisticamente significativa de sua espessura no primeiro més (p=0,0117) e no
terceiro més (p=0,0077) apos a cirurgia quando comparado a espessura inicial. No terceiro
més apds a cirurgia a espessura média da cornea de galinha havia passado de 350 um para
215 um (Tabela 2; Figura 8).

Tabela 2. Distribuicdo da média, desvio padrdo, minimo e méaximo da espessura da cornea
da galinha

Galinha n Meédia = DP Minimo Maximo p
Inicial 9 349,9 + 321 307,0 389,0 Referéncia
Imediato 9 3499 + 321 307,0 389,0 0,9999

1 semana 7 3529 £+ 108,6 237,0 527,0 0,9997

1 més 8 2683 + 311 226,0 304,0 0,0117*
3 meses 9 2149 £ 246 168,0 243,0 0,0077*
Diferenca- 9 134,9 + 177 103,0 157,0 -

*Teste Wilcoxon significativo considerando nivel de significancia de 5%.
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FIGURA 8. Gréfico comparativo da espessura das cérneas das galinhas avaliadas ao longo
do periodo experimental

OCT também mostrou que aos 3 meses todos os olhos de coelho estavam espessados
com a adicdo da lenticula doadora (Tabela 3), que passou de uma espessura média de 338
pum para 538 um. A andlise da evolugdo da cornea dos coelhos demonstrou que houve
aumento estatisticamente significativo da espessura da cornea em todos os periodos avaliados
guando comparado a espessura inicial (Tabela 3; Figura 9). A Figura 10 ilustra a evolugéo

média tanto da cornea de galinha quanto das corneas dos coelhos implantadas.

Tabela 3. Distribuicdo da média, desvio padrdo, minimo e maximo da espessura da cornea
do coelho ao longo do periodo experimental

Coelho n Média + DP Minimo Maximo P
Inicial 9 3380 + 164 316,0 366,0 Referéncia
Imediato 9 7290 + 355 679,0 769,0 0,0077*
1 semana 7 736,6 *+ 159,6 588,0 1045,0 0,0180*
1 més 9 6238 + 57,1 545,0 732,0 0,0077*
3 meses 9 5383 + 62,9 434,0 621,0 0,0077*
Diferenca+ 9 1978 + 56,6 113,0 268,0 -

*Teste Wilcoxon significativo considerando nivel de significancia de 5%.
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FIGURA 9. Gréfico comparativo da espessura das cérneas dos coelhos avaliadas ao longo
do periodo experimental
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FIGURA 10. Gréafico comparativo da espessura média das corneas dos coelhos (Azul)
quanto das cdrneas de galinha ao longo do periodo experimental

8.4. Analise Anatomopatoldgica com Hematoxilina e Eosina
A cdrnea controle se apresentava com uma estrutura normal com a presenca de
ceratocitos e as fibras de coldgeno da matriz estavam dispostas normalmente (Figura 11).
Aos 3 meses apos a cirurgia, havia em alguns casos um limite observavel entre a lenticula

implantada e o tecido circundante. Além disso, as fibras de colageno na lenticula implantada
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estavam dispostas irregularmente com poucos ceratdcitos, enquanto o0 estroma corneano
adjacente ao enxerto apresentava uma arquitetura normal, com fibras de colageno dispostas
regularmente (Apéndice 1, pg. 60). Nos olhos dos coelhos 3, 6, 8 e 9 foi observada a presenca

de pequenos focos inflamatdrios, e de necrose no coelho 9 (Tabela 3).

FIGURA 11. Cortes histoldgicos controle da cérnea do Coelho 1 (Hematoxilina-Eosina)
sem a presenca do implante da lenticula de galinha, ndo demonstrando quaisquer alteragdes
patoldgicas

Tabela 4. Observacoes histologicas observadas 90 dias ap6s o implante da lenticula

Observagoes Numero de coelhos

Necrose 1
Inflamacé&o

Fibroblastos

Linfdcitos
Vascularizagao
Degeneragdo do estroma

N N S CRSY

8.5. Microscopia Eletronica de Transmisséo
A cdrnea controle apresentava uma ultraestrutura normal com a presenca normal de
ceratdcitos. O epitélio da cornea, endotélio e estroma anterior tinham arquitetura normal com
camadas de fibras de colageno regulares e paralelas (Figura 12). Nas corneas implantadas
com a lenticula de galinha, a fronteira entre a lenticula implantada e o estroma da cérnea

receptora estava desorganizada. Esta desorganizacdo do tecido estromal era esperada devido
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ao trauma cirurgico. Somente no especime do coelho 9, foi observada a presenca de infiltrado
celular, provavelmente um macrofago (Figura 48, pg. 86).

FIGURA 12. Microscopia eletronica de transmisséo controle da cornea do Coelho 1 sem a
presenca do implante da lenticula de galinha, mostrando estroma corneano tipico composto
por camadas de fibras de colageno regulares e paralelas
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9. DISCUSSAO

O tratamento de escolha para as doencas graves da cornea, tais como o ceratocone
avancado, ainda é o transplante de cornea (Jhanji et al., 2010). Embora apresente bons
resultados visuais, este procedimento também possui limitagdes importantes. Primeiramente,
0 tempo necessario para se obter uma cornea doadora faz com que o paciente tenha que, por
vezes, esperar por muito tempo até conseguir reabilitar sua visdo. Além disso, o transplante
ndo oferece garantia de sucesso, uma vez que ha diversas complicaces que podem levar a
rejeicdo do enxerto (Albelson et al., 1980; Nirankari et al., 1983; Tuft & Buckley, 1995;
Kelly et al., 2012). Assim, todos os esforgos para se evitar ou, nos casos de pacientes jovens,
pelo menos adiar o transplante de cornea merecem a atencdo da comunidade cientifica.

Trabalhos prévios realizados em humanos (Van Dijk et al., 2015; Li et al., 2018;
Almodin et al., 2018) e em animais (Liu et al., 2012; Alio Del Barrio et al, 2015; Liu et al.,
2015; Zhao et al., 2017: Jin et al., 2018; Zheng et al., 2018) demonstraram que 0 conceito de
implantacdo de lenticulas corneanas no interior de uma bolsa intraestromal criada na cérnea
do olho receptor possui um grande potencial de sucesso. Este método permite que o estroma
corneano seja restaurado através da integracdo da cérnea doadora no interior do estroma
receptor, de modo que a cOrnea receptora alcance uma espessura mais proéxima daquela que
seria normal, oferecendo a oportunidade que outras cirurgias refrativas possam ser realizadas
para corrigir os problemas de astigmatismo residual ou de refracdo (Liu et al., 2015; Zhao et
al., 2017). No caso de outros procedimentos para o gerenciamento do ceratocone, tais como
a implantagdo de ICRS ou CXL, nem todos os pacientes sdo candidatos (Bromley &
Randleman, 2010; Hamdi, 2011), e as lamelas perdidas na ectasia da cérnea ndo sdo
restauradas, o que pode levar ao enfraquecimento do estroma corneano com o tempo (Akhtar
et al, 2008).

Com a intencdo de superar a limitacdo da escassez de corneas doadoras autogenas e
aldgenas, nos testamos a hipotese da implantacdo xenogena de cornea de galinha no interior
do estroma corneano de olhos de coelho, e assim oferecer uma alternativa ao transplante a
pacientes que sofrem de ceratocone avancado e afinamento da cérnea. A escolha pelo modelo
com o0 uso de cornea de galinha no presente estudo se justifica pelas suas semelhancas ja
demonstradas com cornea humana, o que a torna particularmente Gtil para a pesquisa
refrativa. Apesar do tamanho pequeno da cabeca da galinha, suas coOrneas sdo
surpreendentemente grandes, e as proporcdes dos didmetros da cérnea de galinha séo

semelhantes as encontradas no ser humano. Histologicamente, a cornea de galinha adulta é
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muito semelhante a cornea humana possuindo as mesmas camadas constituintes. A camada
de Bowman na cornea de galinha é composta principalmente de fibrilas de colageno tipo V
com algumas fibrilas de colageno tipo I, que sdo organizadas aleatoriamente e mais finas que
aquelas encontradas no estroma, assim como na camada de Bowman humana. O estroma
subjacente na cornea de galinha é composto principalmente de colageno tipos | e V, assim
como no estroma da cornea humana. Além disso, a organizacéo e a composicao do colageno
encontradas na camada de Bowman de humanos e galinhas ndo sdo encontradas no estroma
de nenhum outro olho de animal j& examinado (Fowler et al., 2004).

Os resultados deste trabalho confirmaram a viabilidade da técnica utilizada. O preparo
da cdrnea doadora, assim como a confeccdo da bolsa intraestromal podem ser realizados de
maneira relativamente simples e reprodutivel. Embora a bolsa intraestromal possa ser feita
com o uso de instrumentos manuais, o LFS possibilita um preparo mais preciso, sem a perda
de tecido, além de permitir um melhor ajuste entre a cornea doadora e a cOrnea receptora
(Suwan-Apichon et al., 2006; Mian & Shtein, 2007). Porque o dano ao tecido corneano com
0 LFS é menor do que com o tunelizador, as reacfes pds-operatdrias sdo minimizadas e a
recuperacdo tende a ser mais rapida (Shousha et al., 2011). Como o enxerto € inserido dentro
de uma bolsa intraestromal, as camadas epitelial e endotelial da cdrnea receptora ndo séo
modificadas, o que também pode evitar a rejeicdo da cornea doadora e diminuir o tempo de
recuperacdo pos-cirdrgica (Alio Del Barrio et al., 2015). De modo a verificar o efeito da
fabricacdo da bolsa sem a instalacdo do implante, estudos futuros poderiam fazer uso de um
grupo onde o animal possa servir como seu préprio controle.

De fato, o principal desafio associado com 0 uso de clrneas xendgenas € a
antigenicidade. Células residentes na MEC dos tecidos xendgenos podem desencadear
respostas imunes inatas e adaptativas, induzindo a rejeicdo do xenoenxerto (Cissell et al.,
2014). Um estudo recente mostrou que entre 14 espécies diferentes de animais utilizados em
pesquisa de cOrnea, a cornea porcina apresentou o0 maior escore de similaridade com a cornea
humana (91,8%). Contudo, cérneas porcinas abrigam DNA e RNA virais, € 0 transplante
poderia levar & infeccdo por retrovirus endégenos porcinos (Zhang et al., 2017). Assim, no
presente estudo, durante o acompanhamento dos animais, atencdo especial foi dada a
possibilidade de rejeicdo do xenoenxerto na cérnea dos coelhos.

A descelularizacdo de uma estrutura matricial tridimensional (ou seja, 6rgédo ou
tecido, cdrnea) permite a remocdo de componentes celulares e imunogénicos de um
orgao/tecido, preservando a MEC com sua anatomia micro e macroscopica nativa (Badylak

et al., 2011). O problema é que nenhum protocolo de descelularizacdo empregado até o
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momento tem sido capaz de efetivamente eliminar todos os ceratocitos da cornea doadora, e
melhores resultados tém sido obtidos com a associa¢do de métodos (Isadin et al., 2019). No
presente estudo, o CXL foi aplicado sobre as cdrneas doadoras na tentativa de diminuir a
populacéo de ceratocitos da cornea da galinha. Contudo, néo esté claro se este procedimento
foi bem-sucedido. Estudos futuros precisardo ser realizados para avaliar de forma mais
sistematica a necessidade de descelularizacdo de xenoenxertos corneanos, e qual seria o
melhor método, ou combinacdo de métodos (Isadin et al., 2019).

De qualquer forma, como a lenticula implantada no olho receptor estava embutida
entre uma cobertura e um leito estromal, ela ficou isolada de lagrimas e do humor aquoso,
que contém altas concentracfes de fator imune, o que reduziu o risco de rejeicdo do enxerto
(Maguire et al., 1994; Dana et al., 2000; Qazi & Hamrah, 2013). Além disso, € importante
lembrar que o grande sucesso do transplante de cdrnea aldgeno é atribuido ao fato da cérnea
ndo possuir suprimento sanguineo, prevenindo que linfdcitos e anticorpos cheguem até ela,
fazendo com que os transplantes de cornea sejam raramente rejeitados.

No entanto, alguns eventos tais como a presenca de fibrose, vascularizacdo e
opacidade da cérnea foram observados em alguns dos olhos transplantados no exame com a
lampada de fenda, assim como a presenca de pequenos focos inflamatorios no exame
histoldgico. Embora tais condi¢des possam ser consideradas como indicativas do fenémeno
da rejeicdo, nés ndo acreditamos que este tenha sido o caso. De modo a melhor caracterizar
estes eventos histoldgicos, regras precisariam ser definidas de modo que pontos pudessem
ser atribuidos, o que permitiria a tabulacdo dos dados. De toda forma, os eventos observados
com a lampada de fenda parecem indicar que estes foram provavelmente o resultado de
problemas ocorridos durante os procedimentos cirdrgicos, 0s quais levaram ao rompimento
do selo de protecdo da lenticula com o meio exterior.

Durante a confeccdo da bolsa intraestromal do coelho 9 com o LFS, foi observado
que todas as camadas da cérnea haviam sido perfuradas. O olho apresentou uma area de
necrose e tecido inflamatorio com uma discreta quantidade de linfdcitos e fibroblastos,
sugestivos de rejei¢do. Esta reacdo foi provavelmente ocasionada pelo contato da cornea de
galinha com o humor aquoso, que penetrou no estroma corneano durante a execugdo da bolsa
com o LFS. Especulamos que a razdo para este fato esteja relacionada com o pequeno
tamanho do olho do coelho. Como o equipamento do LFS é desenhado para olhos humanos,
gue sdo maiores, o acoplamento do olho do coelho ao equipamento foi por vezes dificil de
ser realizado adequadamente. Este é um tipo de problema inerente ao uso de animais, o qual

ndo pode ser generalizado aos casos de pacientes humanos. Além disso, como a cornea
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doadora possuia uma espessura semelhante aquela da cérnea do olho receptor (~350 um), foi
necessario suturar a abertura principal de 5 mm da bolsa intraestromal, de modo a manter a
lenticula posicionada dentro da bolsa corretamente. Ao longo do experimento, foi observado
que muitas destas suturas vieram a se afrouxar, provavelmente porque os coelhos esfregaram
os olhos durante o periodo de cicatrizag&o.

Estas complicagbes sdo importantes, e chamam a atencdo para certos cuidados
durante os procedimentos. Uma cirurgia sem suturas € preferivel para evitar resposta
inflamatdria ou até mesmo rejeicdo do enxerto, além de favorecer a reducao do astigmatismo
latrogénico causado pelo posicionamento e tensdo das suturas (Dana et al., 2000). Em
trabalhos experimentais anteriores, a lenticula transplantada foi obtida através da técnica
SMILE realizada com o LFS, e possuia uma espessura que variava entre 15 um (Liu et al.,
2012; Liu et al., 2015) e 60 um (Zhao et al., 2017). Clinicamente, corneas com ceratocone
podem apresentar espessuras muito menores daquelas consideradas normais (~500 pm).
Assim, é possivel imaginar que a espessura ideal da cornea de galinha podera no futuro ser
definida e preparada com base na condi¢cdo clinica de cada paciente, com grau e forma
especificos de dioptria (Zheng et al., 2018). Por outro lado, o problema observado com o
afrouxamento das suturas poderia provavelmente ser evitado caso os coelhos tivessem
recebidos cones protetores, prevenindo que eles esfregassem os olhos durante a cicatrizagéo.
Além disso, o uso de corticoide durante o periodo de cicatrizacdo da cornea dos coelhos
poderia evitar a fibrose observada em alguns coelhos.

No que concerne ao espessamento das corneas receptoras, os resultados deste trabalho
mostraram que a cornea de galinha se incorporou progressivamente ao estroma da cornea dos
coelhos. As imagens do OCT mostraram que aos 3 meses todos os olhos de coelho estavam
espessados com a adicdo da lenticula doadora, passando de uma espessura média pré-
operatoria de 338 um para 538 um, o qual seria o desfecho desejado do procedimento. O
gréfico ilustrado na Figura 10 mostra a evolucgéo tanto da cérnea do coelho quanto do enxerto
de cornea de galinha. Ao longo do experimento, na medida que a cérnea doadora era
incorporada ao estroma, a espessura da cérnea do coelho aumentou na mesma proporcéo. A
questdo que precisara ser respondida em estudos futuros seria quando a estabilizagdo da nova
espessura serd atingida. Com base no tempo experimental deste estudo ndo esta claro se a
espessura da cornea receptora iria se manter ou se perder com o tempo. Em um estudo prévio
realizado também em coelhos, os autores implantaram uma lenticula alégena de
aproximadamente 75 um e observaram um aumento médio da espessura da cornea receptora

de 58 um aos seis meses (Zhao, 2017).
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Os resultados deste estudo sugerem que a implantacdo de um xenoenxerto de galinha
em um olho de um animal de uma espécie diferente é viavel e previsivel. Ao observar as
corneas receptoras aos trés meses, todas elas se apresentavam sem edema e com as corneas
de galinha integradas ao estroma das corneas receptoras. Os eventos observados precisaréo
ser melhor estudados, mas eles ndo parecem indicar a existéncia do fenémeno da rejeicdo do
xenoenxerto. A espessura da cornea receptora aumentou de forma também previsivel,
indicando que o procedimento pode ser bem-sucedido para 0 manejo do ceratocone
avancado. Portanto, os resultados deste trabalho pré-clinico ddo suporte as hipoteses
levantadas. No entanto, estes resultados preliminares precisam ser considerados sob a luz das
diversas limitacOes inerentes a este trabalho.

Primeiramente, devemos citar o pequeno numero de animais utilizado. Este é um
problema comum aos estudos pré-clinicos, onde um nimero maior de animais esbarraria em
questdes éticas. Estudos com desenho semelhantes, realizados previamente também fizeram
uso de poucos animais. Enquanto Liu et al. (2012) usaram 8 coelhos, Liu et al. (2015) usaram
6 macacos e Zhao et al. (2017) usaram 14 coelhos divididos em dois grupos. Além disso, a
obtencdo, tratamento e manutencdo de muitos animais resultariam em um custo proibitivo,
inviabilizando a execucdo deste estudo. Por limitacbes impostas pelo biotério onde os
animais foram mantidos, o tempo experimental (trés meses) foi aquém do ideal. Em estudos
anteriores, as avaliacfes dos olhos implantados foram feitas com até seis meses (Liu et al.,
2012; Liu et al., 2015; Zhou et al., 2017). Contudo, acreditamos que trés meses foram
suficientes para se observar a evolucdo dos animais, a qual foi semelhante aquela destes
estudos prévios. Por ser um estudo preliminar, ndo houve tempo de se observar se haveria
uma repopulacdo de ceratécitos das corneas dos coelhos nas cérneas de galinha implantadas,
0 que teoricamente poderia induzir uma rejeicao tardia.

Outras questdes se referem a funcionalidade da lenticula. Embora seja esperado que
as propriedades biomecanicas da coOrnea sejam mantidas, ou até mesmo aumentadas,
nenhuma avaliagdo neste sentido foi realizada. Como a espessura e o volume da cornea estdo
positivamente associados com sua viscosidade e elasticidade, podemos deduzir que a rigidez
corneana dos coelhos deveria aumentar apos a implantacdo (Lindstrom et al., 2013). As
imagens da TEM mostraram que as fibras de colageno estavam desorganizadas 3 meses ap0s
a cirurgia, mesmo quando a cOrnea se apresentava transparente nos exames com a lampada
de fenda. Como a qualidade Optica pds-operatoria pode ser afetada pela estrutura das fibras
de colageno, o processo de cicatrizagdo da lenticula implantada e o desempenho visual

também deverdo receber atencdo no futuro. Com o uso de imagem de tomografia de
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Scheimpflug (densitometria) seria possivel medir a quantidade de luz retroespalhada nas
diferentes regides da cornea antes e depois do procedimento de xenoenxerto (Lopes et al.,
2014). Contudo, este procedimento ndo foi possivel neste estudo pela ndo disponibilidade do
equipamento.

Assim, neste estudo pré-clinico, cérneas de galinha desepitelizadas e tratadas com
crosslinking para o fortalecimento da cornea e reducdo no nimero de ceratécitos foram
inseridas em bolsas intraestromais criadas com o LFS em olhos de coelhos. Foi testado o
conceito de implantacdo xendgena para 0 espessamento corneano como alternativa aos
transplantes autdégenos e aldégenos, na tentativa de superar a limitacdo da escassez de cdrneas
doadoras. Os resultados mostraram que a cOrnea doadora se incorporou nas cérneas
receptoras de forma previsivel, resultando no espessamento corneano. A despeito das
intercorréncias observadas, nenhum sinal de rejeicao atribuivel ao xenoenxerto foi observado
nos olhos implantados. Considerando os objetivos do presente estudo, os achados deste
experimento foram suficientes para responder a pergunta de pesquisa, mostrar a validade do

conceito e definir direcdes futuras.
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10. CONCLUSOES E DIRECOES FUTURAS

Considerando os resultados e as limitagdes deste estudo pré-clinico preliminar podemos

chegar as seguintes conclusoes:

e Implantagdo xendgena de corneas de galinha em corneas de coelho se mostrou um

procedimento tecnicamente viavel e previsivel, embora passivel de aprimoramento.

e A despeito dos eventos observados em alguns dos olhos que receberam o implante,
estes ndo puderam ser definitivamente atribuidos ao fendbmeno da rejeicéo, indicando

que mais estudos devem ser realizados.

e O procedimento foi bem-sucedido no seu objetivo principal de espessar a cornea
receptora, 0 que possibilitaria a conducdo de outros procedimentos para o
gerenciamento do ceratocone, correcdo dos erros refrativos e o restabelecimento da

visao.

Sugestdes para trabalhos futuros:

e Utilizar de um grupo controle, para verificar o efeito da criacdo da bolsa

intraestromal com LFS sobre a cérnea sem a implantacdo de enxerto;

e Utilizar um enxerto com espessura pré-estabelecida, em vez da cornea com

espessura total;

e Realizar a implantacdo de enxertos de cornea de galinha sem suturas, ou com o

uso de cola bioldgica;

e Remover da analise animais que apresentem elementos confundidores de rejeigéo,

tais como a perfuracao da cornea;

e Manter os animais vivos por pelo menos seis meses, para melhor observar o

processo de integracdo da cdérnea de galinha no olho receptor;

e Incluir a tomografia de Scheimpflug (densitometria) para se mensurar a

transparéncia da cornea antes e depois da implantacdo do xenoenxerto;



Comparar a implantacdo de coOrneas de galinha com e sem o processo de
descelularizacéo prévia;

Definir o processo de descelularizacdo apropriado para as corneas de galinha; e

Utilizar marcadores de apoptose e de pontos para melhor caracterizar os possiveis
eventos pos-operatorios.
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12. RESUMO

Objetivo: Avaliar a viabilidade e os efeitos do implante xendgeno de corneas de frango

nos olhos de coelhos para espessamento da cornea.

Material e Métodos: Foram utilizados dez coelhos brancos da Nova Zelandia
(Oryctolagus cuniculus) saudaveis, livres de anormalidades fisicas ou tumores, de 3 a 6
meses e de 2,5 a 4 kg. As cdrneas de frango foram preparadas e tratadas com riboflavina
e crosslinking antes do implante. Uma bolsa intraestromal foi criada na cornea dos olhos
de coelho com laser de femtossegundo, na qual a cérnea de frango foi introduzida.
Biomicroscopia com lampada de fenda e tomografia de coeréncia optica foram realizadas
imediatamente, 7, 30 e 90 dias no pds-operatorio. As corneas de coelho foram removidas
aos 90 dias e separadas em duas metades: uma enviada para analise histoldgica quanto a
presenca de necrose, células inflamatdrias polimorfonucleares, vasos sanguineos e
fibrose, enquanto a outra metade foi avaliada com microscopia eletronica de transmisséo
para verificar a organizacdo dos tecidos e a presenca de ceratdcitos e células
inflamatdrias. A espessura da cérnea de frango e dos coelhos foi analisada

comparativamente ao longo do tempo com o teste de Wilcoxon (p<0,05).

Resultados: As corneas de frango se incorporaram na cornea de todos os animais. A
espessura média da cornea de coelho aumentou de 338 um no pré-operatério para 538
pum (p <0,0077) aos 90 dias, enquanto a espessura da cornea de frango diminuiu de 350
pum para 215 um (p <0,0077). Nao foram observados sinais claros de rejeicdo atribuiveis
ao xenoenxerto em nenhum dos olhos implantados. No entanto, alguns eventos
macroscopicos e histolégicos foram observados em alguns olhos, provavelmente devido

a problemas durante os procedimentos de implantacéo.

Conclusbes: O procedimento xenografico mostrou-se viavel e previsivel para engrossar
a cornea de coelho sem rejeicdo aparente. Contudo, antes de serem considerados em
humanos, sdo necessarios mais ensaios clinicos meticulosos para estabelecer a utilidade
clinica, a seguranca e a eficicia dos xenoenxertos no tratamento de pacientes com

ceratocone avangado.

Palavras-Chave: 1. Ceratocone 2. Cornea/cirurgia 3. Procedimentos cirdrgicos
oftalmologicos 4. Coelhos.
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13. ABSTRACT

Aim: To evaluate the feasibility and effects of the xenogenous implantation of chicken

corneas into the eyes of rabbits for corneal thickening.

Material & Methods: Ten healthy white New Zealand rabbits (Oryctolagus cuniculus) free
of any physical abnormalities or tumors, 3 to 6 months and 2.5 to 4 kg, were used. Chicken
corneas were prepared and treated with riboflavin and crosslinking prior to implantation. An
intrastromal pouch was created in the cornea of a rabbit eye with femtosecond laser, in which
the chicken cornea was introduced. Slit-lamp biomicroscopy and optical coherence
tomography were performed immediately, 7, 30, and 90 days postoperatively. Rabbit corneas
were removed at 90 days and separated into two halves, one sent to histological analysis for
the presence of necrosis, polymorphonuclear inflammatory cells, blood vessels and fibrosis,
while the other half was evaluated with transmission electron microscopy to verify tissue
organization and the presence of keratocytes and inflammatory cells. Chicken and rabbit
corneal thickness were comparatively analyzed over time with Wilcoxon test (p<0.05).

Results: The chicken corneas incorporated into the cornea of all animals. Mean rabbit cornea
thickness increased from 338 pum preoperatively to 538 um (p<0.0077) at 90 days, while
chicken cornea thickness decreased from 350 pm to 215 um (p<0.0077). No clear signs of
rejection attributable to the xenograft was observed in any of the implanted eyes. However,
some macroscopic and histological events were observed in some of the eyes, probably

because of problems during the implantation procedures.

Conclusions: The xenographic procedure was shown to be feasible and predictable to thicken
the recipient rabbit cornea without apparent rejection. However, before being considered in
humans, further meticulous clinical trials are required to establish the clinical utility, safety

and efficacy of xenografts for the treatment of patients with advanced keratoconus.

Keywords: 1. Keratoconus 2. Cornea/surgery 3. Ophthalmic surgical procedures 4. Rabbits.
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14. APENDICES

14.1. Parecer Consubstanciado Referente ao Projeto de Pesquisa

M Centro Universitario Inga
Convo Universiiano Ing Credenciada pela Portaria do Ministério da Educagac N° 776 /2016

Maring4, 05 de Outubro de 2018,

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE
AO PROJETO DE PESQUISA

“Implante corneano intra-estromal em coelhos para espessamento corneano” PM 06/2017.

O CEUA deve avaliar os protocolos de todos os projetos envolvendo o uso de animais. As

seguintes informag¢des devem ser incluidas em todos os pedidos de credenciamento:

| - Finalidade do projeto de pesquisa:
Buscar nova forma de tratamento cirtirgico para o Ceratocone.

Il - Identificagdo:

Q

Q

u]
Q

Data de apresentacdo a CEUA: 12/06/2018 (2° Apreciagdo) / 14/08/2018 (3° Apreciagao) /
05/10/2018 (4° Apreciag&o).

Titulo do projeto: Implante corneano intra-estromal em coelhos para espessamento
corneano

Pesquisador Coordenador: Flavia Motta Almodin Carmin

Pesquisadores Participantes: Anténio José Gongalves, Carlos Gilberto Almodin, Moacir
Rafael Martins Radaelli, Edna E.M. Almodin

Médico Veterinario/CRMV: Michelle Campano de Souza / CRMV11378/PR

Unidade onde sera realizado: Hospital Almodin LTDA e Clinica Provisdo

Il - Objetivos e justificativa do projeto:
Contemplado e condizentes com titulo e material e métodos.

Y

IV - Sumario do projeto:
0 Discussao sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do nlimero de animais:
Contemplado

O Preveé Projeto Piloto:
Este projeto ndo prevé projeto Piloto.

0 Espécie animal utilizada/ nimero total de animais/ Numero de animais por tratamento ou grupo

experimental:

Contemplado e completo

0 Descrigao do animal utilizado (Explicitar: espécie/ linhagem/ sexo (informar nimero por sexo) /

peso e/ou idade etc.)

Contemplado e completo

55



56

0 Fonte de obtenc&o do animal
Contemplado e completo

0 Descricéo das instalaces utilizadas e nimero de animais/area/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentacédo/hidratagao:
Contemplado e completo

0O Utilizacao de agente infeccioso/gravidade da infecgio a ser observada e andlise dos riscos aos
pesquisadores/alunos:
Néo se aplica

0 Procedimentos experimentais do projeto de pesquisa:
Contemplado e completo

0 Métodos utilizados para minimizar o sofrimento e aumentar o bem-estar dos animais antes,
durante e apés a pesquisa. Pontos Finais Humanitarios:
Contemplado e completo

0 Grau de invasividade:
Grau de invasividade (2) coerente com o experimento pretendido.

0 Material utilizado em outros projetos:
N&o se aplica

0 Método de eutandsia:
Contempiado e completo

0 Destino do animal:
Descrito no formulario unificado e correto

V - Comentarios do relator frente as orientagdes da CEUA:
0O Quanto aos documentos exigidos pela CEUA/UNINGA:

v
1. Formulério unificado para submissac de projeto/ aula pratica 8 CEUA - Centro Universitario
Inga.

Contemplado e completo

2. Projeto de pesquisa conforme modelo disponivel nos Formularios, preenchido e convertido
para pdf, ou plano de ensino (conforme modelo adotado pela Coordenagéo do Curso) com
todas as informacdes pertinentes. Serdo respeitados a confidencialidade e conflito de
interesses.

CRONOGRAMA DE EXECUCAO: incluso e de acordo
3. O pesquisador/professor responséavel devera anexar uma declaracdo datada e assinada de
que o projeto/treinamento/aula pratica ainda néo foi iniciado/ministrada;

Comisséo de Etica para Uso de Animais
Rod. PR 317, 6114 - Parque Industrial 200, Maringé - PR, 87035-510
(44) 3033-5009 — ceua@uninga.edu.br



Preenchidos e assinados

4. Declaragdo assinada e contendo n° do CRMV de um médico veterindrio que se
responsabilize pelo bem estar dos animais durante o desenvolvimento do projeto;

Preenchido e assinado

5. Quando cabivel, anexar o termo de consentimento livre e esclarecido do proprietario ou
responsavel pelo animal, fazenda, aviario, aquario, outros;

Nao se aplica

0 Cronograma de trabalho (se esta atualizado);
Incluso e de acordo

O Carta de ciéncia do pesquisador responsavel pela pesquisa;
Incluso e de acordo

0O Execugdo Financeira: se o financiamento for feito por alguma instituicdo (incluindo a
UNINGA) é preciso anexar documento que o comprove. Se a execucédo financeira for de
responsabilidade do pesquisador deve-se constar que esta tera financiamento préprio;
Contemplado

Atengdo

Os protocolos devem ser submetidos e aprovados ANTES do inicio da pesquisa. Desde 2010 néo
serdo aceitos projetos de pesquisa envolvendo animais que empreguem o éter nas suas diversas
utilizagBes.

VI - Parecer da CEUA:

De acordo com a documentacdo apresentada 40 CEUA, consideramos o projeto: Implante
corneano intra-estromal em coelhos para espessamento corneano (PM 06/2017) aprovado
por este comité,

Data da reunido: 05/10/2018.

J issz

Prof. Dr. Luiz Antonio Bento
Presidente do CEUA/UNINGA

Comisséo de Etica para Uso de Animais
Rod. PR 317, 6114 - Parque Industrial 200, Maringa - PR, 87035-510
(44) 3033-5009 - ceua@uninga.edu.br



14.2. Resolugdo da Comisséo de Etica

- - Ty -
B m Centro Universitario Inga
NS Linverstario Inga Credenciada pela Portaria do Ministério da Educagédo N° 776 /2016

RESOLUCAO DA COMISSAQ

Maringa, 05 de outubro de 2018.

Pesquisador Coordenador: Flavia Motta Almodin Carmin
Pesquisadores Participantes: Antonio José Goncalves, Carlos Gilberto Almodin, Moacir
Rafael Martins Radaelli, Edna E.M. Almodin

O Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA, na sua reunido de 05 de outubro de
2018, APROVOU os procedimentos éticos apresentados no projeto intitulado: “Implante
corneano intra-estromal em coelhos para espessamento corneano”, sob Protocolo n.
PM06/2017.

Atenciosamente,

K sz

Prof. Dr. Luiz Antonio Bento
Presidente do CEUA/UNINGA
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14.3. Anélise Individualizada

14.3.1. Coelho 1

14.3.1.1. Biomicroscopia com Lampada de Fenda

TABELA 5. Caracteristicas do olho do Coelho 1 implantado com a lenticula de galinha
observadas no exame de biomicroscopia com a lampada de fenda

Exame Olho Cérnea Lenticula Edema  Fibrose Vascularizagdo Suturas
. Firmes
. , Visivel e
Imediato  Estdvel Transparente tépica Ausente  Ausente Ausente e
P topicas
Moderado .
1 Visivel e ao redor Firmes
Estavel Transparente - Ausente Ausente e
semana topica da "
. topicas
lenticula
Dificil Firmes
1 més Estavel Transparente . = .~ . Ausente  Ausente Ausente e
visualizacdo -
topicas
Dificil Firmes
3meses Estavel Transparente . ~ .~ Ausente  Ausente Ausente e
visualizacdo topicas

FIGURA 13. Imagens mostrando a evolugédo do olho do Coelho 1 implantado com a
lenticula de galinha obtidas com biomicroscopia na lampada de fenda sem intercorréncias
importantes. A — Imediato, B — 1 semana, C — 1 més, e D — 3 meses p0s-operatdrio. Observe
que aos trés meses (D) a cornea se apresentava estavel, transparente, com auséncia de edema,
e dificil visualizacdo da lenticula corneana, indicando a sua incorporacdo na cornea do
coelho. Também mostrava auséncia de opacidade, fibrose ou vascularizacdo corneana



14.3.1.2. Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) do Segmento Anterior

0.764 mm

FIGURA 14. Imagens da evolucdo da cornea do olho do Coelho 1 implantado com a
lenticula de galinha obtidas com tomografia de coeréncia optica (OCT). A — Imediato, B — 1
semana, C — 1 més, e D — 3 meses poOs-operatdrio. No exame pds-operatorio imediato
observamos a presenca da lenticula de galinha inserida no estroma corneano bem delimitada
(setas). Aos 3 meses, 0 edema inicial havia regredido e a lenticula implantada apresentava
uma densidade semelhante aquela do tecido circundante, com baixa hiper-reflexédo linear
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14.3.1.3. Corte Histologico

FIGURA 15. Corte histoldgico da cérnea do Coelho 1 (Hematoxilina-Eosina) implantada
com a lenticula de galinha com implante demonstrando auséncia de células inflamatorias ou
processos reparativos (vasos sanguineos ou fibrose)

14.3.1.4. Microscopia Eletrdnica de Transmissao

FIGURA 16. Microscopia eletronica de transmissao do estroma corneano do Coelho 1
implantado com a lenticula de galinha. Imagem representativa da cérnea ap6s implante de
lenticula descelularizada. Observam-se emaranhados de fibras de colageno com diferentes
orientacdes (fibras longitudinais e transversais)
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14.3.2. Coelho 2

14.3.2.1. Biomicroscopia com Lampada de Fenda

TABELA 6. Caracteristicas do olho do Coelho 2 implantado com a lenticula de galinha
observadas no exame de biomicroscopia com a lampada de fenda

62

Exame Olho Cérnea Lenticula Edema Fibrose Vascularizacdo  Suturas
Imediato  Estavel Transparente V|§|yeI € Ausente Ausente Ausente F|’r Mes €
topica topicas
Visivel e Moderado Firmes e

1semana Estavel Transparente C aoredorda  Ausente Ausente L
topica ; topicas

lenticula

1 més Estdvel Transparente . D'f.'C'I x Ausente Ausente Ausente F',”'?es €
visualizacdo topicas
) Dificil Firmes e
3 meses Estavel Transparente visualizacio Ausente Ausente Ausente topicas

FIGURA 17. Imagens mostrando a evolugédo do olho do Coelho 2 implantado com a
lenticula de galinha obtidas com biomicroscopia na lampada de fenda sem intercorréncias
importantes. A — Imediato, B — 1 semana, C — 1 més, e D — 3 meses p0s-operatdrio. Observe
que aos trés meses (D) a cOrnea se apresentava estavel, transparente, com auséncia de edema,
e dificil visualizacdo da lenticula corneana, indicando a sua incorporacdo na cornea do
coelho. Também mostrava auséncia de opacidade, fibrose ou vascularizagdo corneana



14.3.2.2. Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) do Segmento Anterior

0 589 mm

FIGURA 18. Imagens da evolugdo da cérnea do Coelho 2 implantada com a lenticula de
galinha obtidas com tomografia de coeréncia 6ptica (OCT). A — Imediato, B — 1 semana, C
— 1 més, e D — 3 meses pos-operatorio. No exame pds-operatorio imediato observamos a
presenca da lenticula de galinha inserida no estroma corneano bem delimitada (seta). Aos 3
meses, 0 edema inicial havia regredido e a lenticula implantada apresentava uma densidade
semelhante aquela do tecido circundante, com baixa hiper-reflexdo linear
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14.3.2.3. Corte Histologico

FIGURA 19. Corte histoldgico da cérnea do Coelho 2 (Hematoxilina-Eosina) implantada
com a lenticula de galinha demonstrando auséncia de células inflamatdrias ou processos
reparativos (vasos sanguineos ou fibrose)

14.3.2.4. Microscopia Eletrénica de Transmissao

FIGURA 20. Microscopia eletronica de transmissdo do estroma corneano do Coelho 2
implantado com a lenticula de galinha. Imagens representativas da cornea apds implante da
lenticula descelularizada. Observam-se emaranhados de fibras de colageno com diferentes
orientacdes (fibras longitudinais e transversais)
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14.3.3. Coelho 3

14.3.3.1. Biomicroscopia com Lampada de Fenda

TABELA 7. Caracteristicas do olho do Coelho 3 implantado com a lenticula de galinha
observadas no exame de biomicroscopia com a lampada de fenda

Exame Olho Cornea Lenticula Edema Fibrose Vascularizacdo Suturas
Imediato  Estdvel Transparente V|§|\_/ele Ausente Ausente Ausente Fllm_]ese
topica topicas
Levemente Visivel e Moderado
1semana Estavel . ao redorda  Ausente Ausente Frouxas
opaca topica .
lenticula
N . Levemente Dificil
1 més Estével S Ausente Ausente Ausente Frouxas
opaca visualizacdo
. Levemente Dificil
3meses  Estavel opaca visualizacio Ausente Ausente Ausente Frouxas

FIGURA 21. Imagens mostrando a evolugdo do olho do Coelho 3 implantado com cérnea
de galinha obtidas com biomicroscopia na lampada de fenda. A — Imediato, B — 1 semana, C
— 1 més, e D — 3 meses pos-operatdrio. Observe que aos trés meses, a cornea era estavel e
transparente com leve opacidade central, dificil visualizacdo da lenticula, e auséncia de
edema ou vascularizagdo corneana



14.3.3.2. Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) do Segmento Anterior

0.330 mm

0330mm

ERTT

0.621 mm’

FIGURA 22. Imagens da evolucdo da cornea do Coelho 3 implantada com a lenticula de
galinha obtidas com tomografia de coeréncia Optica (OCT). A — Imediato, B — 1 semana, C
— 1 més, e D — 3 meses pos-operatorio. No exame pds-operatorio imediato observamos a
presenca da lenticula de galinha inserida no estroma corneano bem delimitada, sem edema
(seta). Aos 3 meses, 0 edema inicial havia regredido e a lenticula implantada apresentava
uma densidade semelhante aquela do tecido circundante, com baixa hiper-reflexdo linear
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14.3.3.3. Corte Histologico

FIGURA 23. Corte histoldgico da cornea do Coelho 3 (Hematoxilina-Eosina), do olho do
implantada com a lenticula de galinha apresentando um foco com raros linfdcitos e raros
fibroblastos na extremidade do implante (seta)

14.3.3.4. Microscopia Eletrdnica de Transmissao

FIGURA 24. Microscopia eletronica de transmissdo do estroma corneano do Coelho 3
implantado com a lenticula de galinha. Imagem representativa da cdrnea ap6s implante de
lenticula descelularizada. Observam-se emaranhados de fibras de colageno com diferentes
orientagdes (fibras longitudinais e transversais)



14.3.4 Coelho 4

14.3.4.1. Biomicroscopia com Lampada de Fenda

68

TABELA 8. Caracteristicas do olho do Coelho 4 implantado com a lenticula de galinha

observadas no exame de biomicroscopia com a lampada de fenda

Exame Olho Cérnea Lenticula Edema Fibrose Vascularizacdo Suturas
Imediato  Estdvel Transparente Visivel e Ausente Ausente Ausente Firmes e
P topica topicas
Visivel e Moderado Firmese

1semana Estavel Transparente L aoredorda  Ausente Ausente P
topica . topicas

lenticula

N . Dificil Firmese
1 més Estdvel Transparente visualizacio Ausente Ausente Ausente topicas
. Dificil Firmes e
3 meses Estdvel Transparente visualizacio Ausente Ausente Ausente topicas

FIGURA 25. Imagens mostrando a evolugdo do olho do Coelho 4 implantado com a
lenticula de galinha obtidas com biomicroscopia na lampada de fenda sem intercorréncias
importantes. A — Imediato, B — 1 semana, C — 1 més, e D — 3 meses p0s-operatério. Observe
gue aos trés meses a cornea se apresentava estavel, transparente, com auséncia de edema, e
dificil visualizag&o da lenticula corneana, indicando a sua incorporacgdo na cérnea do coelho.
Também mostrava auséncia de opacidade, fibrose ou vasculariza¢éo corneana



14.3.4.2. Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) do Segmento Anterior

0.338 mm

0.260 mm

0583 mm

FIGURA 26. Imagens da evolugdo da cornea do Coelho 4 implantada com lenticula de
galinha obtidas com tomografia de coeréncia Optica (OCT) do segmento anterior. A —
Imediato, B — 1 semana, C — 1 més, e D — 3 meses pds-operatorio. No exame pos-operatorio
imediato observamos a presenca da lenticula de galinha inserida no estroma corneano bem
delimitada, sem edema (seta). Aos 3 meses, 0 edema inicial havia regredido e a lenticula
implantada apresentava uma densidade semelhante aquela do tecido circundante, com baixa
hiper-reflexdo linear
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14.3.4.3. Corte Histologico

FIGURA 27. Corte histoldgico da cérnea do Coelho 4 (Hematoxilina-Eosina) implantada
com a lenticula de galinha demonstrando auséncia de células inflamatdrias ou processos
reparativos (vasos sanguineos ou fibrose)

14.3.4.4. Microscopia Eletrdnica de Transmissao

FIGURA 28. Microscopia eletronica de transmissdo do estroma corneano do Coelho 4
implantado com a lenticula de galinha. Imagem representativa da cérnea ap6s implante de
lenticula descelularizada. Observam-se emaranhados de fibras de colageno com diferentes
orientagdes (fibras longitudinais e transversais)
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14.3.5. Coelho 5

14.3.5.1. Biomicroscopia com Lampada de Fenda
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TABELA 9. Caracteristicas do olho do Coelho 5 implantado com a lenticula de galinha

observadas no exame de biomicroscopia com a lampada de fenda

Exame Olho Cornea Lenticula Edema Fibrose Vascularizagdo Suturas
Imediato  Estdvel Transparente V|§|yel € Ausente Ausente Ausente F|’r Mes ¢
topica topicas
Visivel e Moderado Firmese

1semana Estdvel Transparente C aoredor da  Ausente Ausente P
topica . topicas

lenticula

1 més Estdvel Transparente . D'f.'C'I x Ausente Ausente Ausente F',”’.‘es €
visualizacdo topicas
. Dificil Firmes e
3 meses Estdvel Transparente visualizacio Ausente Ausente Ausente topicas

FIGURA 29. Imagens mostrando a evolugdo do olho do Coelho 5 implantado com lenticula
de galinha obtidas com biomicroscopia na lampada de fenda sem intercorréncias importantes.
A — Imediato, B — 1 semana, C — 1 més, e D — 3 meses pds-operatorio. Observe que aos trés
meses a cornea se apresentava estavel, transparente, com auséncia de edema, e dificil
visualizagdo da lenticula corneana, indicando a sua incorporacdo na cérnea do coelho.
Também mostrava auséncia de opacidade, fibrose ou vasculariza¢éo corneana



14.3.5.2. Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) do Segmento Anterior

0.611 mm

0.386 mm

D380 mm

FIGURA 30. Imagens da evolucdo da cérnea do Coelho 5 implantada com lenticula de
galinha obtidas com tomografia de coeréncia éptica (OCT) do segmento anterior. A —
Imediato, B — 1 semana, C — 1 més, e D — 3 meses pds-operatorio. No exame pos-operatorio
imediato observamos a presenca da lenticula de galinha inserida no estroma corneano bem
delimitada, sem edema (seta). Aos 3 meses, 0 edema inicial havia regredido e a lenticula
implantada apresentava uma densidade semelhante aquela do tecido circundante, com baixa
hiper-reflexdo linear
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14.3.5.3. Corte Histologico

FIGURA 31. Corte histoldgico da cérnea do Coelho 5 (Hematoxilina-Eosina) implantada
com a lenticula de galinha demonstrando auséncia de células inflamatdrias ou processos
reparativos (vasos sanguineos ou fibrose)

14.3.5.4. Microscopia Eletrdnica de Transmissao

FIGURE 32. Microscopia eletrénica de transmissdo do estroma corneano do Coelho 5
implantado com a lenticula de galinha. Imagem representativa da cérnea ap6s implante de
lenticula descelularizada. Observam-se emaranhados de fibras de colageno com diferentes
orientacdes (fibras longitudinais e transversais)
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14.3.6. Coelho 6

14.3.6.1. Biomicroscopia com Lampada de Fenda

TABELA 10. Caracteristicas do olho do Coelho 6 implantado com a lenticula de galinha
observadas no exame de biomicroscopia com a lampada de fenda

Exame Olho Cérnea Lenticula Edema  Fibrose Vascularizacdo  Suturas
. ) Visivel e Firmes e
Imediato Estavel Transparente P Ausente  Ausente Ausente P
topica topicas
hiperemia Dificil
1 S Severamente oL T
conjuntival visualizagdo - Moderado  Severa Severa Frouxas
semana opaca :
severa opacidade
hiperemia Dificil Severa central ao
. C Moderadamente . . "
1 més conjuntival opaca visualizagéo - Leve Central redor e sobre a Frouxas
leve opacidade lenticula
hiperemia Dificil Importante ao
P Moderadamente . . "
3 meses  conjuntival opaca visualizacdo -  Ausente  Central redor e sobre a Frouxas
leve opacidade lenticula

FIGURA 33. Imagens mostrando a evolugédo do olho do Coelho 6 implantado com a
lenticula de galinha obtidas com biomicroscopia na lampada de fenda com algumas

intercorréncias. A — Imediato, B — 1 semana, C — 1 més, e D — 3 meses poOs-operatorio.

Observe que aos trés meses, o olho operado apresentava auséncia de edema, havia uma
hiperemia conjuntival leve, opacidade moderada e vascularizagdo corneana importante ao
redor e sobre a regido de implantacgdo, lenticula de dificil visualizacdo, e fibrose corneana

central



14.3.6.2. Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) do Segmento Anterior

“T0.769 mm
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FIGURA 34. Imagens da evolucdo da cornea do Coelho 6 implantada com a lenticula de
galinha obtidas com tomografia de coeréncia éptica (OCT) do segmento anterior. A —
Imediato, B — 1 semana, C — 1 més, e D — 3 meses pds-operatorio. No exame pos-operatorio
imediato observamos a presenca da lenticula de galinha inserida no estroma corneano bem
delimitada, sem edema (seta). Aos 3 meses, 0 edema inicial havia regredido e a lenticula
implantada apresentava uma densidade semelhante aquela do tecido circundante, com baixa
hiper-reflex&o linear
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14.3.6.3. Corte Histologico

FIGURA 35. Corte histoldgico da cérnea do Coelho 6 (Hematoxilina-Eosina) implantada
com a lenticula de galinha, apresentado um foco com degeneracdo do estroma corneano
associado a substancia basofilica (asterisco), e presenca de um vaso sanguineo e discreto
infiltrado de linfocitos (seta)

14.3.6.4. Microscopia Eletronica de Transmissao

FIGURA 36. Microscopia eletronica de transmissdo do estroma corneano do Coelho 6
implantado com a lenticula de galinha. Imagem representativa da cérnea apds implante de
lenticula descelularizada. Observam-se emaranhados de fibras de colageno com diferentes
orientaces (fibras longitudinais e transversais)



14.3.7. Coelho 7

14.3.7.1. Biomicroscopia com Lampada de Fenda
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TABELA 11. Caracteristicas do olho do Coelho 7 implantado com a lenticula de galinha
observadas no exame de biomicroscopia com a lampada de fenda

Exame Olho Cornea Lenticula Edema Fibrose Vascularizagéo Suturas
Imediato Estavel Transparente V|§|yel € Ausente Ausente Ausente F|’r mes ¢
topica topicas
hiperemia Dificil Importante Importante ao
N Severamente oL ao redor e
1semana  conjuntival visualizagdo - Moderado redor e sobre aa Frouxas
opaca . sobre a :
moderada opacidade . lenticula
lenticula
hiperemia Dificil Importante
. s Moderadamente .~ " ao redor e .
1 més conjuntival visualizago - Leve Moderada difusa Frouxas
opaca . sobre a
leve opacidade .
lenticula
Moderadamente Dificil Ia:?)pr(()e:jtg?f
3 meses Estavel visualizaco -  Ausente Moderada difusa Frouxas
opaca . sobre a
opacidade .
lenticula

FIGURA 37. Imagens mostrando a evolugdo do olho do Coelho 7 implantado com a
lenticula de galinha obtidas com biomicroscopia na ldmpada de fenda. A — Imediato, B — 1
Algumas intercorréncias foram
observadas. Observe que aos trés meses, embora a cornea estivesse estavel e com auséncia
de edema, ela ainda apresentava opacidade moderada, fibrose importante e vascularizacéo
central moderada

semana, C — 1 més, e D — 3 meses pds-operatorio.



14.3.7.2. Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) do Segmento Anterior
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0228 mm
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FIGURA 38. Imagens da evolucao da cornea do Coelho 7 implantada com a lenticula de
galinha obtidas com tomografia de coeréncia éptica (OCT) do segmento anterior. A —
Imediato, B — 1 semana, C — 1 més, e D — 3 meses pds-operatorio. No exame pos-operatorio
imediato observamos a presenca da lenticula de galinha inserida no estroma corneano bem
delimitada, sem edema (seta). Aos 3 meses, 0 edema inicial havia regredido e a lenticula
implantada apresentava uma densidade semelhante aquela do tecido circundante, com baixa
hiper-reflex&o linear
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14.3.7.3. Corte Histologico

FIGURA 39. Corte histoldgico da cérnea do Coelho 7 (Hematoxilina-Eosina) implantada
com lenticula de galinha demonstrando auséncia de células inflamatérias ou processos
reparativos (vasos sanguineos ou fibrose)

14.3.7.4. Microscopia Eletrdnica de Transmissao

FIGURA 40. Microscopia eletronica de transmissdo do estroma corneano do Coelho 7
implantado com lenticula de galinha. Imagem representativa da cornea apds implante de
lenticula descelularizada. Observam-se emaranhados de fibras de colageno com diferentes
orientagdes (fibras longitudinais e transversais)
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14.3.8. Coelho 8

14.3.8.1. Biomicroscopia com Lampada de Fenda
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TABELA 12. Caracteristicas do olho do Coelho 8 implantado com a lenticula de galinha
observadas no exame de biomicroscopia com a lampada de fenda

Exame Olho Cérnea Lenticula Edema Fibrose  Vascularizacéo Suturas
Imediato Estavel  Transparente V|§|yel € Ausente Ausente Ausente F|’r Mes €
topica topicas
Visivel e Moderado ao Firmes e
1 semana Estdvel  Transparente C redor da Ausente Ausente L
topica . topicas
lenticula
Dificil Firmes e
1 més Estdvel  Transparente  visualizacdo - Ausente Ausente Ausente tpicas
incorporada P
Dificil Vaso sanguineo .
. Levemente S s o Firmes e
3 meses Estavel visualizacdo - Ausente Ausente inferior em -
opaca . s s . topicas
incorporada direcdo a lenticula

FIGURA 41. Imagens mostrando a evolugédo do olho do Coelho 8 implantado com a
lenticula de galinha obtidas com biomicroscopia na lampada de fenda sem intercorréncias
importantes. A — Imediato, B — 1 semana, C — 1 més, e D — 3 meses p0s-operatdrio. Observe
que aos trés meses a cornea se apresentava estavel, transparente, com leve opacidade central,
presenca de vaso sanguineo inferior em direcdo a lenticula corneana, auséncia de edema ou

fibrose corneana



14.3.8.2. Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) do Segmento Anterior

0.343 mm

FIGURA 42. Imagens da evolucdo da cornea do Coelho 8 implantada com a lenticula de
galinha obtidas com tomografia de coeréncia éptica (OCT) do segmento anterior. A —
Imediato, B — 1 semana, C — 1 més, e D — 3 meses pds-operatorio. No exame pos-operatorio
imediato observamos a presenca da lenticula de galinha inserida no estroma corneano bem
delimitada, sem edema (seta). Aos 3 meses, 0 edema inicial havia regredido e a lenticula
implantada apresentava uma densidade semelhante aquela do tecido circundante, com baixa
hiper-reflex&o linear
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14.3.8.3. Corte Histologico

FIGURA 43. Corte histologico da cérnea do Coelho 8 (Hematoxilina-Eosina) implantado
com a lenticula de galinha, mostrando um foco contendo raros linfdcitos préximos ao estroma
da cornea (setas)

14.3.8.4. Microscopia Eletronica de Transmissio

FIGURA 44. Microscopia eletronica de transmissdo do estroma corneano do Coelho 8
implantado com a lenticula de galinha. Imagem representativa da cérnea apds implante de
lenticula descelularizada. Observam-se emaranhados de fibras de colageno com diferentes
orientaces (fibras longitudinais e transversais)



14.3.9. Coelho 9

14.3.9.1. Biomicroscopia com Lampada de Fenda

TABELA 13. Caracteristicas do olho do Coelho 9 implantado com a lenticula de galinha

observadas no exame de biomicroscopia com a lampada de fenda
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Exame Olho Cérnea Lenticula Edema Fibrose Vascularizacdo  Suturas
Imediato Estavel Transparente V'?'YEI € Ausente Ausente Ausente F',r mes €
topica topicas
hiperemia Dificil Central e s
PR Severamente Lo e Central e inferior
1semana  conjuntival visualizagdo - Moderado inferior . Frouxas
. opaca . . importante
importante opacidade importante
N h'p.erem'a Moderadamente . D'.f'C'IN Central e inferior
1 més conjuntival visualizagdo -  Ausente Central leve Frouxas
opaca ; moderada
leve opacidade
Dificil s
. Moderadamente S Central Central e inferior
3 meses Estavel visualizagdo -  Ausente Frouxas
opaca opacidade leve/moderada moderada

FIGURA 45. Imagens mostrando a evolugédo do olho do Coelho 9 implantado com a
lenticula de galinha obtidas com biomicroscopia na lampada de fenda. A — Imediato, B — 1

semana, C — 1 més, e D — 3 meses po6s-operatdrio. Algumas intercorréncias foram observadas.

Observe que aos trés meses, embora a cornea estivesse estavel e com auséncia de edema, ela
ainda apresentava opacidade, fibrose e vascularizagao central leve/moderada



14.3.9.2. Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) do Segmento Anterior

FIGURA 46. Imagens da evolucdo da cornea do Coelho 9 implantada com a lenticula de
galinha obtidas com tomografia de coeréncia éptica (OCT) do segmento anterior. A —
Imediato, B — 1 semana, C — 1 més, e D — 3 meses pds-operatorio. No exame pos-operatorio
imediato observamos a presenca da lenticula de galinha inserida no estroma corneano bem
delimitada, sem edema (seta). Aos 3 meses, 0 edema inicial havia regredido e a lenticula
implantada apresentava uma densidade semelhante aquela do tecido circundante, com baixa
hiper-reflex&o linear
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14.3.9.3. Corte Histologico

FIGURA 47. Corte histoldgico da cornea do Coelho 9 (Hematoxilina-Eosina) implantada
com lenticula de galinha. Observe que a parte da lenticula implantada demonstrava a
presenca de necrose (asterisco), e tecido inflamatério com uma discreta quantidade de
linfocitos e fibroblastos (seta)

14.3.9.4. Microscopia Eletronica de Transmisséao

B4

FIGURA 48. Microscopia eletronica de transmissdo do estroma corneano do Coelho 9
implantado com lenticula de galinha. Imagem representativa da cornea ap6s implante de
lenticula descelularizada. Observam-se emaranhados de fibras de colageno com diferentes
orientagdes (fibras longitudinais e transversais) e presenca de infiltrado celular
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